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คำสำคัญ : ซัลโมเนลลา คลอเลอราซูอีส, แบคเทอริโอเฟจ, สารควบคุมทางชีวภาพ, สุกร 

นางสาว ภัทราพร ศรีประสงค์ : การคัดเลือกและศึกษาคุณสมบัติของแบคเทอริโอเฟจที่จำเพาะ
ต่อ Salmonella ที่ก่อโรคในสุกร อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก : รองศาสตราจารย์ ดร. รุจิกาญจน์ นาสนิท 

 
Salmonella Choleraesuis เป็นซีโรไทป์ที่พบได้ทั่วไปซึ่งเป็นสาเหตุของโรคซัลโมเนลโลซิสในสุ กร 

นอกจากน้ี ยังพบการด้ือยาปฏิชีวนะของซัลโมเนลลาในฟาร์มสุกรอีกด้วย ในช่วงไม่กี่ปีที่ผ่านมา การศึกษาการใช้ 
แบคเทอริโอเฟจชี้ให้เห็นว่าวิธีการน้ีมีแนวโน้มที่มีศักยภาพสูงสำหรับการควบคุมทางชีวภาพ  ดังน้ันการศึกษาน้ีมี
วัตถุประสงค์เพ่ือคัดแยกและศึกษาคุณลักษณะของแบคเทอริโอเฟจที่จำเพาะต่อ  S. Choleraesuis ที่เก่ียวข้องกับ
การติดเชื้อในสุกร ตลอดจนประเมินประสิทธิภาพของเฟจต่อการฆ่าเชื้อ S. Choleraesuis ในสภาวะของเหลวลำไส้
จำลอง (simulated intestinal fluid, SIF) ในการศึกษาน้ี แยกเฟจได้ทั้งหมด 9 ไอโซเลทจากแหล่งน้ำธรรมชาติ 
และน้ำทิ้งจากท่อระบายน้ำของโรงฆ่าสัตว์ เฟจส่วนใหญ่สามารถติดเชื้อซัลโมเนลลาได้ 4 สายพันธ์ุ โดยเฟจ 
vB_SCh-RP5i3B และ vB_SCh-RP61i4 มีประสิทธิภาพสูงในการติดเชื้อ S. Choleraesuis และ S. Rissen เฟจทุก

ไอโซเลทเสถียรที่อุณหภูมิ 4–45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง อย่างไรก็ตาม ความหนาแน่นของเฟจลดลงเมื่อ

อุณหภูมิสูงข้ึนเป็น 65 องศาเซลเซียส นอกจากน้ีเฟจส่วนใหญ่ยังคงมีชีวิตอยู่ได้ที่ pH ต่ำ (pH 2.5–4.0) เป็นเวลา 
2 ชั่วโมงในสภาวะของเหลวกระเพาะอาหารจำลอง (simulated gastric fluid, SGF) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
เฟจภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) พบว่า เฟจทั้งหมดมีหัวที่มีลักษณะหลายเหลี่ยมแบบ
สมมาตร (icosahedral symmetry) และมีหางโดยเฟจ 3 ไอโซเลท มีลักษณะหางสั้น ไม่สามารถยืดหดได้ ในขณะที่
อีก 6 ไอโซเลท มีลักษณะหางยาว และไม่สามารถยืดหดได้ ในขณะเดียวกัน การศึกษาจีโนมของเฟจด้วยเทคนิค 
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) สามารถจัดกลุ่ ม เฟจเบื้ อ ง ต้นได้ทั้ งหมด  5 กลุ่ ม 
อย่างไรก็ตามเฟจที่จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันมีลักษณะทางสัณฐานวิทยา และมีประสิทธิภาพทำลายเชื้อที่แตกต่างกัน 
ดังน้ันอาจจัดเป็นเฟจคนละชนิดกัน การศึกษาประสิทธิภาพของเฟจต่อการฆ่าเชื้อ S. Choleraesuis ใน SIF ที ่MOI 
1 และ 10 พบว่า เฟจเด่ียว และเฟจผสม (เฟจสามชนิด) มีประสิทธิภาพในการลดปริมาณ S. Choleraesuis ใน SIF 
และการบำบัดด้วยเฟจที่ MOI 10 แสดงการลดปริมาณเชื้อได้เร็วกว่า MOI 1 และเฟจผสมมีประสิทธิภาพมากกว่า
เฟจเด่ียว จากผลการศึกษาเหล่าน้ีชี้ให้เห็นว่า เฟจที่แยกได้น้ีอาจเป็นสารควบคุมทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพสำหรับ
ฆ่าเชื้อ S. Choleraesuis ในสุกร และการนำเฟจไปใช้ในสัตว์อาจผ่านการให้ทางปากได้ อย่างไรก็ตาม ควร
ทำการศึกษาเพ่ิมเติมในสัตว์ (in vivo) 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

620920015 : Major (BIOTECHNOLOGY) 
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MISS PATTARAPORN SRIPRASONG : SELECTION AND CHARACTERIZATION OF 
BACTERIOPHAGES SPECIFIC TO SALMONELLA, PATHOGENIC BACTERIA IN SWINE THESIS 
ADVISOR : ASSOCIATE PROFESSOR RUJIKAN NASANIT, Ph.D. 

Salmonella Choleraesuis is the most common serotype in swine that causes 
salmonellosis. Furthermore, antibiotic-resistant Salmonella has been discovered on swine farms. 
In the last few years, bacteriophages have increasingly been used as a potential biocontrol 
strategy. Therefore, the objectives of this study were to isolate and characterize the 
bacteriophages that were specific to S. Choleraesuis strains associated with swine infection. 
Additionally, the efficacy of phage treatment against S. Choleraesuis strains in simulated intestinal 
fluid (SIF) was also evaluated. In this study, nine phages were isolated from natural water sources 
and drained liquid from a slaughterhouse. Most of them were capable of infecting four 
Salmonella strains. Phages vB_SCh-RP5i3B and vB_SCh-RP61i4 had a high efficiency in infecting 
S. Choleraesuis and S. Rissen. All phages remained stable for 1 hour at temperatures ranging from 
4 to 45 °C. However, their viability decreased when the temperature was raised to 65 °C. 
Furthermore, most phages survived for 2 hours in simulated gastric fluid (SGF) at low pH 
(pH 2.5–4.0). Transmission electron microscopy (TEM) revealed that all phages had a symmetric 
icosahedral head and a tail. Three phage isolates had a short non-contractile tail, while the other 
six phages had a long non-contractile tail. Meanwhile, the phage genome analysis using the 
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) technique could preliminarily cluster phages 
into 5 groups. However, the phages that were clustered together into the same group had 
distinct morphology and effectiveness against other strains. The study of phage efficacy against 
S. Choleraesuis in SIF at MOI 1 and 10 revealed that both individual phages and a phage cocktail 
(a combination of 3 phages) effectively reduced S. Choleraesuis in SIF. Phage treatments at MOI 
10 started to decrease the number of bacterial cells earlier than those at MOI 1. Additionally, 
the phage cocktail outperformed individual phages. These findings indicate that the newly 
isolated phages could be a promising biocontrol agents against S. Choleraesuis infection in pigs 
and could be used via oral administration. Nevertheless, further in vivo studies are necessary. 

 
 

 

  



  ฉ 

กิตติกรรมประกาศ 
 

กิตติกรรมประกาศ 
  

งานวิจัยฉบับนี้ได้รับทุนอุดหนุนการทำกิจกรรมส่งเสริมและสนับสนุนการวิจัยและนวัตกรรม
จากสำนักงานการวิจัยแห่งชาติ ข้าพเจ้าขอขอบพระคุณสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ (วช.) ท่ีให้
โอกาสและทุนสนับสนุนการวิจัยในครั้งนี้จนสําเร็จลุล่วงได้ตามเป้าหมาย 

ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร. รุจิกาญจน์ นาสนิท อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก 
ท่ีกรุณาให้คำปรึกษา คำแนะนำเป็นอย่างดีท่ีเป็นประโยชน์ต่องานวิจัย  ตลอดจนช่วยในการปรับปรุง 
แก้ไขข้อบกพร่องต่าง ๆ ตลอดการทำวิจัย รวมถึงตรวจทาน และแก้ไขวิทยานิพนธ์ฉบับนี้จนเสร็จ
สมบูรณ์ ผู้วิ จัยตระหนักถึงความทุ่มเท  และความเอาใจใส่อย่างดียิ่งของอาจารย์  และขอกราบ
ขอบพระคุณเป็นอย่างสูงมา ณ ท่ีนี้ 

ขอขอบพระคุณอาจารย์ ดร.ชลเทพ อุสาคู อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม ท่ีกรุณาให้
คำปรึกษา คำแนะนำ ตลอดจนช่วยปรับปรุงแก้ไขวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ให้มีความสมบูรณ์มากขึ้น 

ขอขอบพระคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. วนิดา วัฒนการุณ ท่ีให้ความกรุณาเป็นประธานสอบ
วิทยานิพนธ์ และสัตวแพทย์หญิง ดร. ยลยง วุ้นวงษ์ ท่ีให้ความกรุณาเป็นกรรมการสอบ ให้คำปรึกษา 
ข้อเสนอแนะเพิ่มเติมสำหรับการแก้ไขและปรับปรุงวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ให้สมบูรณ์มากขึ้น 

ขอขอบพระคุณอาจารย์ประจำภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ  คณะวิศวกรรมศาสตร์และ
เทคโนโลยีอุตสาหกรรม มหาวิทยาลัยศิลปากรทุกท่าน ท่ีให้ความรู้แก่ผู้วิจัยตลอดระยะเวลาการศึกษา 
และขอขอบพระคุณภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ท่ีอำนวยความสะดวกท้ังสถานท่ี อุปกรณ์ เครื่องมือ และ
สารเคมีต่าง ๆ ในการทำวิจัย ทำให้งานวิจัยดำเนินได้อย่างสะดวก และสำเร็จไปได้ด้วยดี 

ขอขอบพระคุณ คุณฑิพาภรณ์ ทรัพย์สมบูรณ์ คุณประไพ บางเชย และคุณนุชนาฎ เล้ียง
อำนวย เจ้าหน้าท่ีภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ท่ีให้ความช่วยเหลือในด้านการเบิกเครื่องมือ อุปกรณ์  และ
สารเคมีต่าง ๆ ทำให้งานวิจัยนี้สำเร็จไปด้วยดี 

ขอขอบพระคุณ คุณวัลพิไล ยอดยิ่งทวีลาภ และคุณศิลา ศรียา ท่ีช่วยอำนวยความสะดวก 
ติดต่อประสานงานในการดำเนินการยื่นคำร้องต่าง ๆ จนสำเร็จลุล่วงไปด้วยดี 

ขอขอบพระคุณ คุณปิยนันท์ ถนอมชาติ ท่ีช่วยแนะนำ และให้ความช่วยเหลือในการศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอเฟจ จนสำเร็จลุล่วงไปด้วยดี 

ขอขอบคุณ นางสาวนภาขวัญ อิ่มกล่ิน เพื่อนท่ีคอยเคียงข้างกันมาตลอด คอยช่วยเหลืองาน
ต่าง ๆ ไม่ว่าจะเป็นทางด้านเทคนิคต่าง ๆ ในการทำวิจัย  หรือร่วมเดินทางไปสถานท่ีทำวิจัยต่าง ๆ คอย
ให้คำปรึกษา ร่วมทุกข์ร่วมสุข และร่วมฝ่าฟันอุปสรรคต่าง ๆ จนสามารถทำงานสำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี 
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ขอขอบคุณ นางสาวโสภิณ ใจบางยาง พี่ท่ีแสนดีและใจดี คอยช่วยเหลือ ให้คำปรึกษา สร้าง
ความสนุกสนานในห้องปฏิบัติงานวิจัย ร่วมทุกข์ร่วมสุข และคอยให้กำลังใจข้าพเจ้าเสมอมา 

ขอขอบคุณ น้อง ๆ ในรุ่นป.โททุกคน ท่ีคอยเป็นกำลังใจซึ่งกันและกัน และร่วมฝ่าฟันอุปสรรค
ต่าง ๆ จนสามารถผ่านอุปสรรคต่าง ๆ มาได้ 

สุดท้ายนี้ ขอกราบขอบพระคุณ คุณพ่อ คุณแม่ ท่ีให้ความสนับสนุนการศึกษามาโดยตลอด 
และแรงผลักดันต่าง ๆ ท่ีทำให้ผู้วิจัยมีกำลังใจศึกษาสำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี และขอขอบคุณน้องสาว ท่ี
คอยสร้างรอยยิ้ม เสียงหัวเราะ และคอยให้กำลังใจเสมอมา 
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บทท่ี 1 

บทนำ 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 

อุบัติการณ์การเจ็บป่วยท่ีเกิดจากการบริโภคอาหาร (Foodborne illnesses outbreak) ซึ่ง

ส่งผลกระทบโดยตรงต่อสุขภาพของมนุษย์ยังคงสูงในทุกภูมิภาคท่ัวโลก ซึ่งมีรายงานในปี 2020 พบ

ผู้ป่วยจากการบริโภคอาหารมากถึง 600 ล้านราย และเสียชีวิต 420 ,000 ราย ท่ัวโลก [1]  

ซัลโมเนลลาเป็นหนึ่งในเช้ือแบคทีเรียท่ีพบการแพร่ระบาดสูงและก่อให้เกิดอาหารเป็นพิษ มีรายงาน

ของหน่วยงานความปลอดภัยด้านอาหารแห่งสหภาพยุโรป (European Food Safety Authority; 

EFSA) และศูนย์ควบคุมและป้องกันโรคแห่งสหภาพยุโรป (European Centre for Disease 

Prevention and Control; ECDC) ได้รวบรวมข้อมูลจาก 22 ประเทศของสมาชิกสหภาพยุโรป 

(EU) ในปี 2020 ได้นำเสนอ กรณีการระบาดของซัลโมเนลลาในมนุษย์ท่ีเกิดจากการอาหาร 694 ราย 

โดยเจ็บป่วยจากการบริโภคอาหาร จำนวน 3,686 ราย รักษาในโรงพยาบาล จำนวน 812 ราย และ

เสียชีวิต จำนวน 7 ราย [2] ซัลโมเนลลาสามารถอาศัยในระบบทางเดินอาหาร และถูกขับออกมาทาง

อุจจาระ ดังนั้นจึงอาจทำให้เกิดการปนเปื้อนข้ามในอาหารดิบท่ีมาจากสัตว์ในระหว่างการผลิต และ

หลังการฆ่า [3] ซัลโมเนลลาเป็นเช้ือก่อโรคท่ีมีการรายงานอย่างกว้างขวางซึ่งเป็นสาเหตุติดเช้ือใน

สุกร อีกท้ังยังส่งผลกระทบท่ีสำคัญต่อผลผลิตของอุตสาหกรรมสุกรท่ัวโลก [4] สุกรสามารถติดเช้ือ 

ซัลโมเนลลาได้ในระหว่างการขนส่งไปยังโรงฆ่าสัตว์ หรือสภาพแวดล้อมในโรงฆ่าสัตว์ ท้ังนี้ขึ้นอยู่กับ

หลากหลายปัจจัย เช่น ความเครียดของสุกรในระหว่างขนส่ง และการปนเป้ือนเช้ือในส่ิงแวดล้อม [5] 

ซัลโมเนลลาท่ีก่อโรคในสุกร สามารถแบ่งออกเป็นสองกลุ่ม โดยแบ่งตามช่วงโฮสต์ และลักษณะ

อาการทางคลินิก กลุ่มแรก คือ Salmonella Choleraesuis เป็นซีโรวาร์ท่ีสามารถปรับตัวเข้ากับ

ชนิดของโฮสต์ได้ (Host-adapted serovars) และเป็นท่ีทราบกันดีว่า หากติดเช้ือจะส่งผลกระทบต่อ

ระบบท่ัวไปของร่างกาย ส่วนกลุ่มท่ีสอง คือ ซัลโมเนลลา ซีโรวาร์อื่น ๆ เช่น S. Typhimurium  

กลุ่มนี้จะมีช่วงโฮสต์ท่ีกว้างขึ้น และมีแนวโน้มท่ีจะทำให้เกิดโรคลำไส้อักเสบช่ัวคราว (enteritis) [6] 

นอกจากนี้  มีรายงานการปนเปื้อนซัลโมเนลลาจากแหล่งต่าง ๆ เช่น ปนเปื้อนในอาหารสัตว์  

เนื้อหมูดิบ ผลิตภัณฑ์จากเนื้อหมู ซากสุกร และโรงฆ่าสัตว์ [7-10] S. Choleraesuis เป็นซีโรวาร์ท่ี

พบได้บ่อยท่ีสุดในสุกร [11] ในสหรัฐอเมริกา มีรายงานการติดเช้ือ S. Choleraesuis มากกว่า 90% 

กรณีของโรคซัลโมเนลโลซิส (salmonellosis) ในสุกร นอกจากนี้ สุกรท่ีติดเช้ือ S. Choleraesuis 

อาจส่งผลให้เกิดการปนเป้ือนในส่ิงแวดล้อม อาหาร หรือแหล่งน้ำ ซึ่งสามารถส่งผลให้เกิดการติดเช้ือ  
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S. Choleraesuis ในมนุษย์ [12] การติดเช้ือ S. Choleraesuis ของมนุษย์ ก่อให้เกิดความเจ็บป่วย

ต่อระบบท่ัวไปของร่างกายท่ีรุนแรง และอาจเกิดการติดเช้ือนอกลำไส้ ซึ่งมีอัตราการเสียชีวิตสูง  

[13, 14] โดยปกติซีโรวาร์ Choleraesuis มักเป็นสาเหตุของการเกิดภาวะโลหิตเป็นพิษในสุกร ซึ่ง

อาจมีลักษณะเฉพาะคือ ตับอักเสบ (hepatitis) ปอดบวม (pneumonia) และหลอดเลือดในสมอง

อักเสบ (cerebral vasculitis) [15] โดยท่ัวไป S. Choleraesuis มีความสามารถในการก่อโรคได้ท้ัง

ในสุกรวัยเด็ก ท่ีมีช่วงอายุ 3–5 สัปดาห์ และสุกรท่ีอายุมากท่ีมีน้ำหนักมากกว่า 120 ปอนด์ [16] 

อย่างไรก็ตาม เช้ือมีแนวโน้มท่ีจะก่อโรคในสุกรวัยเด็กมากกว่าในสุกรท่ีอายุมาก [17] 

ยาปฏิ ชีวนะถูกนำมาใช้กันอย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมสุกร เพื่ อ เป็นสารเร่ ง 

การเจริญเติบโต ป้องกันการติดเช้ือ และเพื่อรักษาการติดเช้ือ อย่างไรก็ตาม การใช้ยาปฏิชีวนะในทาง

ท่ีผิดและมากเกินความจำเป็นอาจทำให้เช้ือเกิดการด้ือต่อยาปฏิชีวนะได้ เช้ือด้ือยาสามารถอยู่รอด 

และแพร่กระจายยีนด้ือยาในส่ิงแวดล้อมได้อย่างกว้างขวาง [18] ท้ังนี้ มีรายงานจำนวนมากพบการด้ือ

ยาปฏิชีวนะของซัลโมเนลลาในฟาร์มสุกร [19-23] นอกจากนี้ ซัลโมเนลลาท่ีด้ือยาปฏิชีวนะไม่เพียงแต่

ส่งผลกระทบต่อการผลิตสุกรเท่านั้น แต่ยังส่งผลกระทบต่อสุขภาพของมนุษย์ผ่านการสัมผัสโดยตรง

กับสัตว์ ห่วงโซ่อาหาร และส่ิงแวดล้อม [24] ผลกระทบท่ีตามมาด้านสุขภาพของมนุษย์ คือ อาจมีผล

ต่อความท้าทายในการรักษาของแพทย์ รวมถึงระยะเวลาการเจ็บป่วยท่ียาวนานขึ้น และอัตราการ

เสียชีวิตท่ีเพิ่มข้ึน [25] ดังนั้น กลยุทธ์ใหม่ๆ ท่ีมีประสิทธิภาพเพื่อเป็นทางเลือกสำหรับควบคุมการติด

เช้ือแบคทีเรียเหล่านี้จึงมีความสำคัญเป็นอย่างมาก 

แบคเทอริโอเฟจ (Bacteriophage) หรือเฟจ เป็นทางเลือกหนึ่งในการลดความชุกของ 

ซัลโมเนลลาในกระบวนการผลิตเนื้อสัตว์จากฟาร์มจนกระท่ังถึงมือผู้บริโภค และการประยุกต์ใช้เฟจมี

ผลดีท้ังสุขภาพสัตว์และมนุษย์ อีกท้ังเฟจสามารถลดการกระจายของแบคทีเรียด้ือยาปฏิชีวนะใน

สภาพแวดล้อมต่าง ๆ และสามารถรักษาการติดเช้ือแบคทีเรีย รวมถึงแบคทีเรียท่ีด้ือยาหลายชนิด 

(multidrug–resistant bacteria, MDR) [26] อย่างไรก็ตาม ประสิทธิภาพของการรักษาจะแตกต่าง

กันไปตามความซับซ้อนของเซลล์เป้าหมายของแบคทีเรีย และตำแหน่งท่ีติดเช้ือ [27] เฟจแต่ละชนิดมี

ช่วงโฮสต์ท่ีแตกต่างกัน ดังนั้น การเลือกเฟจท่ีมีช่วงโฮสต์กว้างจึงมีความจำเป็น และเป็นประโยชน์

สำหรับการใช้เฟจเพื่อรักษาการติดเช้ือแบคทีเรียได้หลายสายพันธุ์ [28] ในอีกทางหนึ่ง เฟจผสม 

(phage cocktails) ถูกใช้เพื่อรักษาการติดเช้ือท่ีเกิดจากแบคทีเรียหลายสายพันธุ์ วิธีการนี้อาจเป็น

ประโยชน์ในการจัดการกับแบคทีเรียท่ีพัฒนาความต้านทานต่อเฟจบางชนิด [29, 30] นอกจากนี้มี

รายงานหลายฉบับท่ีแสดงให้เห็นว่า เฟจสามารถควบคุมการติดเช้ือซัลโมเนลลา ในสุกรได้ [31-34]  
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1.2 วัตถุประสงค์ 

1.2 .1 คัดเลือกแบคเทอริ โอเฟจท่ีมีอยู่ ในห้องปฏิบั ติการ โดยใช้ เซลล์เจ้าบ้ าน  ได้แก่   

S. Choleraesuis KPS585 KPS604-1 และ KPS615 ท่ีคัดแยกได้จากลำไส้สุกรติดเช้ือ 

1.2.2 คัดแยกแบคเทอริโอเฟจท่ีจำเพาะต่อ S. Choleraesuis ท้ัง 3 สายพันธุ์ 

1.2.3 ศึกษาคุณลักษณะของแบคเทอริโอเฟจท่ีจำเพาะต่อ S. Choleraesuis ท้ัง 3 สายพันธุ์ 

1.2.4 ประเมินประสิทธิภาพของเฟจแต่ละชนิด และเฟจผสม (phage cocktail) ท่ีจำเพาะต่อ  

S. Choleraesuis ในสภาวะจำลองของเหลวในลำไส้ (simulated intestinal fluid, SIF) 

1.3 ขอบเขตการวิจัย 

1.3.1 คัดเลือกแบคเทอริโอเฟจท่ีจำเพาะต่อ S. Choleraesuis KPS585 , KPS604-1 และ 

KPS615 ท่ีคัดแยกได้จากลำไส้สุกรติดเช้ือ ซึ่งใช้เป็นเซลล์เจ้าบ้านสำหรับคัดเลือกเฟจท่ีมีอยู่ใน

ห้องปฏิบั ติการท้ังหมด 85 ไอโซเลท ได้แก่  แบคเทอริโอเฟจท่ีคัดแยกโดยใช้ S. Enteritidis 

DMST8536 เป็นเซลล์เจ้าบ้าน จำนวน 20 ไอโซเลท S. Anatum DMST50705 เป็นเซลล์เจ้าบ้าน 

จำนวน 10 ไอโซเลท S. Rissen DMST7097 เป็น เซลล์เจ้าบ้านจำนวน 26 ไอโซเลท และ  

S. Typhimurium ATCC13311 DMST562 เป็นเซลล์เจ้าบ้านจำนวน 29 ไอโซเลท  

1.3.2 คัดแยกแบคเทอริโอเฟจท่ีจำเพาะต่อ S. Choleraesuis จากตัวอย่างน้ำในจังหวัดนครปฐม 

1.3.3 ศึกษาคุณลักษณะของแบคเทอริโอเฟจ ได้แก่  

1.3.3.1 ศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจ (host range test) และประสิทธิภาพใน

การทำลายซัลโมเนลลาสายพันธุ์ต่าง ๆ (efficiency of plating, EOP) 

1.3.3.2 ศึกษาความเสถียรของแบคเทอริโอเฟจต่ออุณหภูมิต่าง ๆ และความเสถียรต่อ pH 

ต่ำ ในสภาวะของเหลวกระเพาะอาหารจำลอง (simulated gastric fluid, SGF) 

1.3.3.3 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอเฟจ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (transmission electron microscopy, TEM) 

1.3.4 ศึ ก ษ า จี โน ม แ บ ค เท อ ริ โ อ เฟ จ ด้ ว ย เท ค นิ ค  Restriction Fragment Length 

Polymorphism (RFLP)  
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1.3.5 ทดสอบ ประ สิท ธิภ าพ ของเฟ จแ ต่ละชนิ ด  ( individual phages) และ เฟ จผสม  

(phage cocktail) ต่อการมีชีวิตของ S. Choleraesuis ท้ัง 3 ไอโซเลท ในสภาวะของเหลวในลำไส้

จำลอง (simulated intestinal fluid, SIF) 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ได้แบคเทอริโอเฟจท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุม S. Choleraesuis ท่ีก่อโรคในสุกร และ

สามารถนำไปประยุกต์ใช้ควบคุมการติดเช้ือในสัตว์ได้ในอนาคต 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

2.1 ลักษณะทั่วไปของซัลโมเนลลา และการก่อโรคในสุกร 

ซัลโมเนลลาจัดอยู่ในวงศ์ Enterobacteriaceae มีรูปร่างท่อน ย้อมติดสีแกรมลบ เจริญได้ดี

ท้ังในสภาวะท่ีมีอากาศและไม่มีอากาศ (facultative anaerobe) ไม่สร้างสปอร์ สามารถเคล่ือนท่ีได้ 

มีแฟลกเจลลาแบบยื่นออกมารอบ ๆ เซลล์ (peritrichous flagella) ยกเว้น S. Pullorum และ  

S. Gallinarum ไม่สามารถเคล่ือนท่ีได้ เช้ือสามารถเจริญได้ในช่วงอุณหภูมิ ท่ี กว้าง คือ 5–45  

องศาเซลเซียส แต่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญ คือ 35–37 องศาเซลเซียส และสามารถเจริญได้

ในสภาวะท่ี pH ต่ำ [35] ท้ังนี้ ซัลโมเนลลามีระบบจีโนมท่ีซับซ้อนจึงทำให้สามารถตอบสนองต่อ

สภาพแวดล้อมรุนแรงท่ีแตกต่างกัน ปัจจัยต่าง ๆ ท่ีอาจมีผลต่อการเจริญประกอบด้วย อุณหภูมิ ความ

เป็นกรด-เบส และค่าแอคติวิตีของน้ำต่ำเกินกว่าช่วงการเติบโตปกติ [36] เช้ือสามารถเจริญได้ในพืช 

และสามารถอยู่รอดได้ในโปรโตซัว ดิน และน้ำ อีกท้ังสามารถแพร่เช้ือได้ในสัตว์หลายหลายชนิด เช่น 

สัตว์เล้ียงลูกด้วยนม นก สัตว์เล้ือยคลาน สัตว์ครึ่งบกครึ่งน้ำ ปลา และแมลง ดังนั้น เช้ือสามารถติดต่อ

จากสัตว์สู่มนุษย์โดยการบริโภคอาหารท่ีปนเป้ือนมาจากสัตว์ เช่น สัตว์ปีก เนื้อสุกร เนื้อวัว ไข่ และนม 

เป็นต้น [37] 

การติดเช้ือซัลโมเนลลาในสุกร ถูกค้นพบครั้งแรกในปี ค.ศ 1886 โดย Salmon และ Smith 

คือ S. Choleraesuis ก่อให้เกิดโรคอหิวาต์สุกร (hog Cholera) และเป็นเช้ือหลักท่ีก่อให้เกิดโรค 

ต่าง ๆ ในสุกร โดยท่ัวไปสุกรท่ีติดเช้ือ S. Choleraesuis จะเกี่ยวข้องกับภาวะโลหิตเป็นพิษ ซึ่งจะ

แสดงลักษณะอาการของโรคตับอักเสบ (hepatitis) และปอดบวม (pneumonia) โรคซัลโมเนลโลซิส 

(salmonellosis) ในสุกร เกิดขึ้นจากโรคทางคลินิกท่ัวไปอย่างใดอย่างหนึ่ง ได้แก่ โรคท้ องร่วง 

(enterocolitis) ซึ่งอาจเกิดจากการติดเช้ือซัลโมเนลลาซีโรวาร์ท่ีหลากหลาย แต่ส่วนใหญ่เกิดจาก  

S. Typhimurium และภาวะโลหิตเป็นพิษเกิดจาก S. Choleraesuis ซึ่งจะส่งผลกระทบต่อระบบ

อวัยวะหลายส่วน [16] และโรคซัลโมเนลโลซิสในลำไส้ของสุกร มักพบบ่อยในสุกรท่ีหย่านมและสุกรท่ี

กำลังโต [38] ประเทศในทวีปยุโรป และทวีปอเมริกาเหนือ มักพบการติดเช้ือ S. Typhimurium ใน

สุกร ซึ่ งปัจจัยหลักท่ีก่อให้ เกิดการติดเช้ือ คือ ความเจ็บป่วยท่ีถ่ายทอดซึ่งกันและกัน และ

สภาพแวดล้อมท่ีไม่ถูกสุขลักษณะจึงทำให้เกิดการสัมผัสเช้ือในปริมาณสูง ท้ังนี้ ความสามารถของ  

ซัลโมเนลลาท่ีก่อให้เกิดโรคขึ้นอยู่กับซีโรวาร์ท่ีติดเช้ือ และอายุของสุกร [17] การติดเช้ือซัลโมเนลลา
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นอกจากทำให้เกิดโรคต่าง ๆ แล้ว ยังส่งผลกระทบต่อระบบนิเวศของจุลินทรีย์ในลำไส้อีกด้วย มี

รายงานของ Argüello และคณะ [39] พบว่า หลังการติดเช้ือซัลโมเนลลาส่งผลกระทบต่อชีวนิเวศ- 

จุลชีพ (microbiota) ในลำไส้เล็ก ซึ่งมีผลกระทบแรกต่อจุลินทรีย์บริเวณเยื่อบุลำไส้เล็กส่วนต้น  

(ileum mucosa) และมีผลต่อการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน และการเปล่ียนแปลงเมแทบอลิซึม

ของเซลล์เจ้าบ้านต่อการติดเช้ือ อาจเป็นสาเหตุหลักท่ีทำให้จุลินทรีย์ในลำไส้ ได้แก่ Lactobacillus, 

Bifdobacterium Prevotella หรือ Megasphaera ถูกทำลายไป และเกิดการทำงานร่วมกันของ 

Akkermansia หรือ Citrobacter ท่ีเพิ่มมากขึ้น 

โรคซัลโมเนลโลซิส สามารถเกิดได้ท้ังในมนุษย์ และสัตว์ เมื่อมีการบริโภคอาหารท่ีมี  

ซัลโมเนลลาเข้าไป การติดเช้ือซัลโมเนลลาในสุกรท่ีไม่มีอาการอาจเป็นสาเหตุของการติดเช้ือ 

ซัลโมเนลลาในมนุษย์ผ่านการปนเปื้อนผลิตภัณฑ์จากเนื้อหมู [40] สำหรับโรคซัลโมเนลโลซิสในสุกร 

แบ่งกลุ่มอาการของโรคทางคลินิกออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มอาการของภาวะโลหิตเป็นพิษ ซึ่ง

เกี่ยวข้องกับ S. Choleraesuis  โดยอาการของโรค คือ มีอาการไอ หายใจลำบาก ง่วงซึม เบ่ืออาหาร 

ไข้สูงถึง 41.6 องศาเซลเซียส และบริเวณหู และช่องท้องมีสีเขียวคล้ำ สามารถเกิดได้ในสุกรทุกเพศ

ทุกวัย โดยเฉพาะสุกรอายุ 3 สัปดาห์ ถึง 5 เดือน จะเป็นกลุ่มท่ีได้รับผลกระทบมากท่ีสุด และจะเริ่ม

แสดงอาการหลังการติดเช้ือ 24–36 ช่ัวโมง ส่วนกลุ่มท่ี 2 คือ กลุ่มอาการของโรคลำไส้อักเสบ ซึ่ง

เกี่ยวข้องกับ S. Typhimurium หรือซีโรวาร์อื่น ๆ สำหรับอาการเบื้องต้น คือ ถ่ายเป็นน้ำมีสีเหลือง 

ซึ่งจะเกิดอาการนี้ไม่ถึง 1 สัปดาห์ แต่จะมีอาการเบ่ืออาหาร เป็นไข้  และภาวะขาดน้ำตามมา ส่วน

ใหญ่มักพบในสุกรอายุ 3 สัปดาห์ ถึง 4 เดือน [6, 38, 41] และมีรายงานของ Demirbilek [16] 

พบว่า การติดเช้ือ S. Choleraesuis ในสุกร มักพบในสุกรท่ีมีน้ำหนักไม่เกิน 120 ปอนด์ (young 

swine) และสุกรท่ีมีน้ำหนักมากกว่า 120 ปอนด์ (older swine) ในขณะท่ี S. Typhimurium จะพบ

ในสุกรท่ีมีช่วงอายุ 6–12 สัปดาห์ และไม่ค่อยพบในสุกรท่ีโตเต็มวัย  

2.2 การแพร่กระจายของซัลโมเนลลาในสุกร 

สุกรสามารถแพร่กระจายเช้ือโดยเช้ือจะถูกขับถ่ายออกมากับอุจจาระ และติดต่อเข้าสู่อีกตัว

หนึ่งโดยผ่านเข้าทางปาก (fecal-oral route) และเนื่องจากเช้ือมักจะถูกขับถ่ายออกมาจำนวนมากใน

อุจจาระ ดังนั้นอุจจาระจึงเป็นแหล่งการแพร่กระจายของเช้ือท่ีสำคัญ ท้ังนี้ต่อมทอนซิล และปอดถือ

เป็นจุดสำคัญสำหรับการบุกรุก และการแพร่กระจายของซัลโมเนลลาเช่นเดียวกัน [17] และการ

แพร่กระจายของเช้ือสามารถแพร่ผ่านจากการสัมผัสจมูกสู่จมูก โดยการแพร่เช้ืออาจเกิดจากเช้ือท่ีพบ

ในน้ำมูกของสุกรท่ีติดเช้ือ และเช้ือในเนื้อเยื่อน้ำเหลือง ซึ่งมีความสำคัญต่อการบุกรุกของเช้ือ  [42]  
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อีกท้ัง อนุภาคในอากาศท่ีมีเช้ือยังเพิ่มความน่าจะเป็นของการแพร่กระจายของซัลโมเนลลาผ่าน

ทางการสัมผัสจมูกสู่จมูกได้อีกด้วย [43] นอกจากนี้ การแพร่กระจายเช้ือสามารถแพร่โดยมีอาหาร

เป็นส่ือกลาง ได้แก่ ส่วนผสมของอาหารสัตว์ ภาชนะ หรืออุปกรณ์ท่ีใช้สำหรับผสมอาหารท่ีมีการ

ปนเปื้อนของเช้ือ ในงานวิจัยของ Hedemann และคณะ [44] พบว่า สุกรท่ีเล้ียงด้วยอาหารเม็ดมัก

พบการปนเป้ือนของเช้ือท่ีสูง เนื่องจากอาหารท่ีถูกอัดเม็ดสามารถจับเช้ือ และทำให้เกิดการต้ังรกราก

ของเช้ือในอาหารได้ดี ดังนั้นอาหารสัตว์ท่ีอัดเม็ดจึงสามารถทำให้เกิดการแพร่กระจายของเช้ือในสุกร

ได้ และงานวิจัยของ Gray และคณะ [45] พบว่า สุกรบางตัวสามารถขับถ่ายเช้ือซัลโมเนลลาท่ีมีการ

ปนเป้ือนในระดับต่ำได้ก่อนการฆ่า ซึ่งอาจส่งผลให้สุกรสามารถแพร่กระจายเช้ือได้อย่างรวดเร็วในฝูง

สุกรจำนวนมากในฟาร์ม และความเครียดของสุกรก็เป็นปัจจัยหนึ่งของการแพร่กระจายเช้ือ เนื่องจาก

สุกรจะขับถ่ายเช้ือออกมาได้จำนวนมากในอุจจาระจึงทำให้เกิดการแพร่กระจายของเช้ืออย่างรวดเร็ว 

และอาจเกิดการปนเป้ือนในส่ิงแวดล้อมท่ีสะอาด [46] 

2.3 การปนเปื้อนซัลโมเนลลาในสุกร และผลิตภัณฑ์จากสุกร 

สุกรสามารถติดเช้ือได้จากหลากหลายปัจจัย ไม่ว่าจะเป็นสภาพแวดล้อมภายในฟาร์ม การ 

ติดเช้ือระหว่างขั้นตอนต่าง ๆ ในฟาร์ม การปนเปื้อนระหว่างฟาร์ม และในโรงฆ่าสัตว์ ท้ังนี้ขึ้นอยู่กับ

ภูมิภาคท่ีอาศัย และประเภทของฟาร์มด้วย นอกจากนี้ คอกพักสุกรถือเป็นแหล่งแรกท่ีสำคัญของการ

ปนเป้ือนซัลโมเนลลาในโรงฆ่าสัตว์ และสภาพแวดล้อมภายในฟาร์มเป็นแหล่งท่ีก่อให้เกิดการปนเป้ือน

ของซากสัตว์มากกว่าการปนเป้ือนท่ีเกิดจากสุกรด้วยกันเอง [47] และการปนเป้ือนของเนื้อหมูอาจ

เกิดขึ้นจากการสัมผัสเช้ือจากอุปกรณ์ เครื่องมือ หรือการเก็บรักษาในท่ีท่ีไม่เหมาะสมในระหว่างการ

ฆ่า หลังการฆ่า การวางจำหน่ายในท้องตลาด [48] และการปนเปื้อนของเนื้อหมู อาจเกิดขึ้นจากการ

สัมผัสเช้ือจากอุปกรณ์ เครื่องมือ หรือการเก็บรักษาในท่ีท่ีไม่เหมาะสมในระหว่างการฆ่า หลังการฆ่า 

การวางจำหน่ายในท้องตลาด [49] มีงานวิจัยหลายฉบับท่ีได้ศึกษาการปนเป้ือนของซัลโมเนลลาใน

สุกร และผลิตภัณฑ์จากสุกร เช่น 

Botteldoorn และคณะ  [8] ได้แยกเช้ือซัลโมเนลลาจากซาก สุกร ลำไส้ใหญ่  และ 

ต่อมน้ำเหลืองในช่องท้อง โดยเก็บตัวอย่างจากโรงฆ่าสัตว์ที่แตกต่างกันจำนวน 5 แห่ง พบว่า ซากสุกร

มีการปนเป้ือนเช้ือมากท่ีสุดคิดเป็น 37% และพบการปนเปื้อนข้ามของซากสัตว์คิดเป็น 29% ส่วน

สภาพแวดล้อมของโรงฆ่าสัตว์ก่อนท่ีจะมีการเชือด พบการปนเป้ือนอยู่ 25% ซีโรวาร์ท่ีพบปนเป้ือนใน

สภาพแวดล้อมโรงฆ่าสัตว์ และส่วนของลำไส้ใหญ่ คือ S. Typhimurium, S. Livingstone และ  
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S. Derby ส่วนซากสัตว์ พบ S. Typhimurium เป็นส่วนใหญ่ และบริเวณต่อมน้ำเหลืองในช่องท้อง 

พบความหลากหลายซีโรวาร์ของซัลโมเนลลามากท่ีสุด 

Meyer และคณะ [9] ได้เก็บตัวอย่างเนื้อดิบ และผลิตภัณฑ์จากเนื้อวัวและหมู ในโรงฆ่าสัตว์

จำนวน 7 แห่ง ท่ีแตกต่างกันของประเทศเยอรมนี (Southern Germany) จำนวน 4,170 ตัวอย่าง 

เป็ น ร ะ ย ะ เวล า  1 1  เดื อ น  ซึ่ ง วิ เค ร าะ ห์ ตั ว อ ย่ า ง ด้ ว ย วิ ธี  enzyme-linked fluorescent 

immunoassay (ระบบ VIDAS) และยืนยันผลการทดสอบโดยใช้อาหารเล้ียงเช้ือ xylose lysine 

deoxycholate (XLD) ผลการวิเคราะห์โดยระบบ VIDAS พบซัลโมเนลลาในส่วนต่าง ๆ ของสุกร 

ดังนี้ ส่วนล้ิน 7.5% ตับ 5.5% หัวใจ 3.5% ซากสุกร 1.7% และส่วนท่ีถูกตัดแบ่งออกเป็นส่วน ๆ 

1.0% และจากการสำรวจโรงฆ่าสัตว์ จำนวน 7 แห่ง พบการปนเป้ือนเช้ือในโรงฆ่าสัตว์ จำนวน 5 แห่ง 

Piras และคณะ [7] ได้แยกซัลโมเนลลาจากสุกรหลังถูกฆ่า พบว่า ซากสุกรมีความชุกของ 

ซัลโมเนลลาสูงสุด พบ 18% ตามด้วยส่วนของลำไส้ใหญ่ 14.8%, ต่อมน้ำเหลือง 13% และตับ 1.6% 

ส่วนซีโรวาร์ท่ีพบมากท่ีสุด คือ S. Anatum พบการปนเปื้อน 71.8% ตามด้วย S. Derby พบ 33.3%, 

S. Bredeney พบ 5% และ S. Holcomb พบ 2.5% 

Rondón-Barragán และคณะ [50] ได้แยกซัลโมเนลลาจากซากสุกร ส่ิงแวดล้อมภายในโรง

ฆ่าสัตว์ และ วัสดุท่ีเป็นพาหะนำเช้ือโรค เช่น พื้นผิวของมีด ตะขอ พื้น ท่อเก็บน้ำ พื้นผิวการทำงาน 

และรถบรรทุกขนส่ง พบว่า ซัลโมเนลลาท่ีแยกได้จากเนื้อ คิดเป็น 40% และจากบนพื้นผิวซากสุกร 

คิดเป็น 16% ส่วนเช้ือท่ีแยกได้จากวัสดุท่ีเป็นพาหะนำเช้ือโรค แบ่งเป็น มีด ตะขอ และ ท่อเก็บน้ำ 

คิดเป็นอย่างละ 12% ส่วนพื้น คิดเป็น 8% 

Patchanee และคณะ [51] ศึกษาความชุกของซัลโมเนลลาในเนื้อหมูท่ีวางขายในตลาดสด

ค้าปลีก และซุปเปอร์มาเก็ตในอำเภอเมืองเชียงใหม่ โดยเก็บตัวอย่างตลอดเดือนเมษายน ถึง กันยายน 

ปี 2014 จากตัวอย่างเนื้อหมูท้ังหมด 82 ตัวอย่าง พบความชุกของซัลโมเนลลาในตลาดสด คิดเป็น 

73.2% และซุปเปอร์มาเก็ต คิดเป็น 9.8% และซีโรวาร์ท่ีพบบ่อยท่ีสุด คือ S. Rissen 

Ngo และคณะ [52] เก็บตัวอย่างเนื้อหมูท้ังหมด 671 ตัวอย่าง โดยรวบรวมจากช่องทาง

การค้าปลีกต่าง ๆ ใน 3 จังหวัดทางภาคเหนือของเวียดนาม ผลการตรวจสอบพบความชุกของ  

ซัลโมเนลลาในเนื้อหมูขายปลีก คิดเป็น 58.1% และการปนเปื้อนของเช้ือในธุรกิจค้าปลีกด้ังเดิม  

ธุรกิจค้าปลีกสมัยใหม่ และธุรกิจบริการด้านอาหาร คิดเป็น 60.5%, 50.9% และ 80.5% ตามลำดับ  

และค่าเฉล่ียความหนาแน่นของปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดในเนื้อหมูสดของธุรกิจค้าปลีกด้ังเดิม  
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ธุรกิจค้าปลีกสมัยใหม่ และธุรกิจบริการด้านอาหาร คือ 6.51 ± 0.64, 6.38 ± 0.65 และ 6.96 ± 

0.85 log CFU/กรัม ตามลำดับ 

 จากการศึกษาการปนเปื้อนซัลโมเนลลาในสุกร และผลิตภัณฑ์จากสุกรของตัวอย่างงานวิจัยท่ี

กล่าวมาข้างต้นจะเห็นได้ว่า เช้ือสามารถเกิดการปนเปื้อนได้ต้ังแต่ฟาร์มเล้ียงสุกร ซากสุกร 

กระบวนการแปรรูป วัสดุอุปกรณ์ต่าง ๆ ท่ีใช้ในโรงฆ่าสัตว์ ตลอดจนอาหารสำหรับสัตว์ก็สามารถเกิด

การปนเป้ือนได้ 

2.4 การด้ือสารต้านจุลชีพของซัลโมเนลลาในสกุร 

ในประเทศไทยการผลิตสุกรเพิ่มขึ้นอย่างมากในทศวรรษท่ีผ่านมาเพื่อตอบสนองความ

ต้องการเนื้อหมูท่ีเพิ่มขึ้น และมีการใช้ยาต้านจุลชีพเป็นประจำในการผลิตสุกรเพื่อรักษาโรคติดเช้ือ 

และเพิ่มผลผลิต อย่างไรก็ตาม การใช้สารต้านจุลชีพในการฆ่าเช้ือก่อโรคก่อให้เกิดเช้ือด้ือต่อ 

ยาต้านจุลชีพท่ีเพิ่มขึ้น โดยส่งผลกระทบต่อสุขภาพสัตว์และมนุษย์ สารต้านจุลชีพถูกนำมาใช้ในสุกร

เพื่อเป็นสารเร่งการเจริญเติบโต เพื่อป้องกันการติดเช้ือ และใช้รักษากลุ่มของสัตว์เมื่อแสดงอาการ  

ติดเช้ือ ซึ่งมีการใช้ยาปฏิชีวนะหลายชนิดในการรักษาโรค โดยท่ัวไปสุกรจะถูกให้ยาทีละตัวท้ังทางปาก 

หรือ โดยการฉีด  [53] รวมท้ั งการผสมยาปฏิ ชีวนะในน้ ำ ด่ืม  และอาหาร มี รายงานของ 

 Gomes-Neves และคณะ [54] พบว่า สภาพแวดล้อมในโรงฆ่าสัตว์และห้องปฏิบัติการชำแหละสุกร

เป็นแหล่งสะสมซีโรไทป์ท่ีด้ือยาหลายขนาน (multidrug-resistant tuberculosis; MDR) รวมถึง

สามารถเกิดการปนเปื้อนข้ามผ่านผู้ชำแหละเนื้อได้อีกด้วย และถึงแม้ว่าฟาร์ม และส่ิงแวดล้อมใน 

โรงฆ่าสัตว์จะแยกกัน แต่ถือว่าเป็นแหล่งกักเก็บเช้ือ และเป็นจุดเช่ือมต่อกันท่ีสำคัญของการ

แพร่กระจายของซัลโมเนลลาท่ีด้ือยาในฝูงสุกร [22] และการใช้ยาต้านจุลชีพในสัตว์ รวมท้ังการใช้ 

ยาต้านจุลชีพโดยไม่ใช้การรักษา นำไปสู่การถ่ายทอด และการกระจายของแบคทีเรียท่ีด้ือต่อยาต้าน

จุลชีพจำนวนมาก [55] นอกจากนี้มูลสุกรท่ีปนเป้ือนเช้ือสามารถเกิดการแพร่กระจายของซัลโมเนลลา

ท่ีด้ือยาในส่ิงแวดล้อมได้ และพบว่าสามารถคงอยู่ในดินเป็นเวลาอย่างน้อย 21 วัน [56] 

มีรายงานท่ีรวบรวมการใช้ยาปฏิชีวนะในสุกร ระหว่างปี 2000 ถึง 2017 จำนวน 36 

บทความ ซึ่งมีการศึกษามากกว่า 85% ในยุโรป และอเมริกาเหนือ พบว่า กลุ่มยาเพนิซิลลิน 

(penicillin) และเตตราไซคลีน (tetracyclines) เป็นยาปฏิชีวนะท่ีใช้กันมากท่ีสุดในหลายประเทศ ซึ่ง

มีการให้ยาปฏิชีวนะผ่านทางปากโดยตรงในสุกรช่วงดูดนม และสุกรหลังหย่านม นอกจากนี้ประเภท 

และขนาดของฟาร์มสัมพันธ์กับการใช้ยาปฏิชีวนะ โดยฟาร์มท่ีมีระบบการเล้ียงสุกรสำหรับขุน 
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(finisher farms) และฟาร์มขนาดใหญ่ จะมีการให้ยาปฏิชีวนะท่ีมากกว่าระบบการเล้ียงสุกรแบบ

เบ็ดเสร็จต้ังแต่คลอดจนถึงขุนสงตลาด (farrow-to-finish farms) และฟาร์มขนาดเล็ก [57] และมี

รายงานของ Lekagul และคณะ  [58] พบว่า ยาอะม็อกซีซิลลิน (amoxicillin) และโคลิสติน 

(colistin) จัดเป็นยาปฏิชีวนะท่ีใช้กันมากท้ังในฟาร์มสุกร และโรงงานอาหารสัตว์ และส่วนใหญ่มีการ

ผสมยาปฏิชีวนะรวมกับอาหารสัตว์ ยาโคลิสตินจัดเป็นตัวเลือกแรกของยาปฏิชีวนะท่ีใช้สำหรับรักษา

โรคท้องร่วงในสุกร ส่วนตัวเลือกท่ีสอง คือยานีโอมัยซิน (neomycin) ยาไตรเมโธพริม/ซัลโฟนาไมด์ 

(trimethoprim/sulfonamide) และยาสเตรปโตมัยซิน (spectinomycin) วิธีการให้ยาโดยการผสม

ยาปฏิชีวนะในน้ำด่ืม และอาหาร ส่วนยาปฏิชีวนะสำหรับรักษาโรคติดเช้ือในกระแสเลือด ตัวเลือก

แรก คือ ยาไตรเมโธพริม/ซัลโฟนาไมด์ และตัวเลือกท่ีสองคือยาอะม็อกซีซิลลิน วิธีการให้ยาโดยการ

ฉีด [59] ท้ังนี้การใช้ยาปฏิชีวนะท่ีมากเกินความจำเป็น หรือใช้เพื่อป้องกันการติดเช้ือ ส่งผลให้เกิดการ

ด้ือยาของเช้ือท่ีหลากหลาย และการใช้ยาปฏิชีวนะมีผลต่อการเปล่ียนแปลงของจุลินทรีย์ในลำไส้ ซึ่ง

จุลินทรีย์ในลำไส้สุกร ค่อนข้างมีความหลากหลายและแตกต่างกันตามตำแหน่งท่ีอาศัยอยู่ และพบว่า

สุกรท่ีมีอายุมาก จะได้รับผลกระทบต่อจุลินทรีย์ในลำไส้น้อยกว่าสุกรท่ีมีอายุน้อย [60] และมีงานวิจัย

ของ Chiu และคณะ [12] ได้ศึกษาการด้ือยาของ S. Choleraesuis ซึ่งเป็นซีโรวาร์ท่ีพบมากในการ

ติดเช้ือของสุกร พบว่า เช้ือด้ือต่อยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน คลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol) 

ไตรเมโธพริม/ซัลฟาเมทอกซาโซล และโดยเฉพาะอย่างยิ่ง ยาปฏิชีวนะในกลุ่มฟลูออโรควิโนโลน 

(fluoroquinolone) ดังนั้นจึงเป็นความกังวลเกี่ยวกับการใช้ยาปฏิชีวนะเหล่านี้สำหรับรักษาการ 

ติดเช้ือในสุกร และมีงานวิจัยอีกหลายช้ินท่ีศึกษาการด้ือสารต้านจุลชีพของซัลโมเนลลาท่ีแยกได้จาก

สุกร เช่น 

Sisak และคณะ [61] แยกซัลโมเนลลาจากสุกร ได้ท้ังหมด 126 ไอโซเลท และนำมาทดสอบ

ความไวต่อยาปฏิชีวนะท้ังหมด 13 ชนิด ได้แก่ ampicillin (10 µg) amoxycillin/clavulanic acid 

(30 µg) apramycin (15 µg) colistin (10 µg) sulphamethoxazole/trimethoprim (25 µg) 

cefotaxime (30 µg) enrofloxacin (5 µg) gentamicin (10 µg) neomycin (30 µg) 

streptomycin (10 µg) tetracycline (30 µg) chloramphenicol (30 µg) nalidixic acid  

(30 µg) และ sulphonamides (300 µg) พบการด้ือต่อยาปฏิชีวนะ 1–8 ชนิดใน 64 ไอโซเลท 

(59.8%) และพบ S. Typhimurium ด้ือต่อยา streptomycin มากสุด คือ 91.5% ตามด้วย 

sulphonamides 88.1% ampicillin 86.4% tetracycline 84.7% และ chloramphenicol 

83.0% ตามลำดับ 
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Jiang และคณะ [21] ศึกษาความชุก และความต้านทานต่อยาปฏิชีวนะของซัลโมเนลลา  

ท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรท่ีติดเช้ือแต่ไม่แสดงอาการ สุกรท่ีไม่มีการติดเช้ือ และสุกรหลังการฆ่า 

ท้ังหมด 1,732 ตัวอย่าง เก็บรวบรวมนานกว่า 8 เดือน ซึ่งซีโรวาร์ท่ีพบท่ัวไป คือ S. Derby และ  

S. Typhimurium และพบว่าเช้ือด้ือต่อยา ciprofloxacin สูงสุด 100% ตามด้วย tetracycline 

99.4% doxycycline 97% sulfamethoxazole 85.8% ampicillin 81.6% และ amoxicillin 

80.4% และพบการด้ือยาหลายขนาน (MDR) มากถึง 7 ชนิดของยาปฏิชีวนะ โดย S. Derby พบการ

ด้ือยาหลายขนานสูงสุด คิดเป็น 25% 

Gil Molino และคณะ [62] ศึกษาการด้ือยาปฏิชีวนะของ S. Choleraesuis แยกได้จากหมู

ป่า (wild boar) และหมูท่ีเล้ียงในแถบคาบสมุทรไอบีเรีย (Iberian pig) โดยทดสอบกับยาปฏิชีวนะ

ท้ังหมด 14 ชนิด ได้แก่ ampicillin (10 µg) cefotaxime (30 µg) ceftiofur (30 µg) gentamicin 

(10 µg) neomycin (30 µg) streptomycin (10 µg) tetracycline (30 µg) doxycycline (30 µg) 

enrofloxacin (5µg) nalidixic acid (30µg) trimethoprim/sulfamethoxazole  

(23.75/1.25 µg) sulfonamide (200 µg) chloramphenicol (30 µg) โดยทำการทดสอบด้วยวิธี  

Disc-diffusion ส่วน Colistin จะทำการทดสอบด้วยวิธี Broth microdilution ผลการทดสอบพบว่า 

การดื้อต่อยาปฏิชีวนะของ S. Choleraesuis เกือบทุกไอโซเลท ซึ่งพบอย่างน้อย 1 ใน 14 ชนิดของ

ยาปฏิชีวนะ (19/20; 95%) โดยเช้ือดื้อต่อยา ampicillin และ sulfonamide มากท่ีสุด (14/20) 

นอกจากนี้พบการด้ือยาหลายขนาดของ S. Choleraesuis คิดเป็น 65% (13/20) ซึง่ด้ือต่อยา

ปฏิชีวนะ 4 ชนิดขึ้นไป 

Tadee และคณะ [23] ได้แยกซัลโมเนลลาจากฟาร์มสุกรอินทรีย์ ในภาคเหนือของประเทศ

ไทย จำนวน 112 ตัวอย่าง จากฟาร์ม 11 แห่ง โดยเก็บตัวอย่างต้ังแต่เดือนตุลาคม ถึง ธันวาคม ปี 

2018 พบว่าซัลโมเนลลาท่ีแยกได้ด้ือต่อยา tetracycline คิดเป็น 89.3% ampicillin คิดเป็น 78.6% 

และ sulfamethoxazole-trimethoprim คิดเป็น 71.4% 

Jiang และคณะ [63] ได้แยกซัลโมเนลลาจากเนื้อหมูขายปลีกในตลาด และอวัยวะภายใน

ของสุกร ได้แก่ ตับ และน้ำดี โดยเก็บตัวอย่างระหว่างเดือนมีนาคม ถึง ตุลาคม ปี ค.ศ.2019 จำนวน 

1,441 ตัวอย่าง พบว่า ซัลโมเนลลาท่ีแยกได้มีอัตราการด้ือต่อยา tetracycline สูงถึง 96.5% ตาม

ด้วย sulfisoxazole คิดเป็น 96.3% amoxicillin คิดเป็น 85.2% ampicillin คิดเป็น 84.4% และ 

streptomycin คิดเป็น 83.7%  
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จากรายงานหลายฉบับท่ีกล่าวมาข้างต้น จะเห็นได้ว่า แบคทีเรียท่ีด้ือต่อยาปฏิชีวนะส่วนใหญ่

ท่ีมีอยู่ในปัจจุบันได้กลายเป็นปัญหาในการรักษาท่ีสำคัญ  อีกท้ังยังพบเช้ือท่ีด้ือยาหลายขนาน ดังนั้น 

แบคเทอริโอเฟจจึงเป็นทางเลือกท่ีน่าสนใจในการบำบัดรักษา เพื่อควบคุมการติดเช้ือซัลโมเนลลาใน

สุกรแทนการใช้ยาปฏิชีวนะท่ีใช้มากในปัจจุบัน 

2.5 แบคเทอริโอเฟจ (Bacteriophage) 

แบคเทอริโอเฟจ หรือเฟจ คือไวรัสท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย รวมถึงอาร์เคีย และเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีพบ

มากท่ีสุดในโลก สามารถดำรงชีวิตอย่างแพร่หลายในโปรคาริโอต นอกจากนี้ ในทุกสภาพแวดล้อมเฟจ

เป็นส่วนหนึ่งของระบบนิเวศของจุลินทรีย์ท่ีซับซ้อน [64] เฟจถูกค้นพบมานานกว่าร้อยปี ในปี  

ค.ศ.1896 Ernest Hanbury Hankin นักวิทยาศาสตร์ชาวอังกฤษ ได้พบส่ิงมีชีวิตบางอย่างในน่านน้ำ

ของแม่น้ำในอินเดีย และพบว่าสามารถต้านเช้ือแบคทีเรียท่ีก่อโรคอหิวาตกโรค แต่อย่างไรก็ตามเขา

ไม่ได้ติดตามการค้นพบนี้ต่อ และในปี ค.ศ.1915 นักพยาธิวิทยา ชาวอังกฤษ คือ Frederick Twort 

ค้นพบส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กท่ีติดเช้ือ และฆ่าเช้ือแบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหารได้ แต่การศึกษาถูกชะงัก

เนื่องจากเกิดสงครามโลกครั้งท่ี 1 และขาดแคลนเงินทุนในการวิจัย และหลังจากนั้น 2 ปีต่อมา  

Felix d'Herelle นักจุลชีววิทยาชาวฝรั่งเศส-แคนาดา และผู้ร่วมค้นพบส่ิงท่ีสามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรีย

โดยบังเอิญท่ีสถาบันปาสเตอร์ (Pasteur Institute) ประเทศฝรั่งเศส เขาสังเกตว่าแบคทีเรียท่ี

เพาะเล้ียงไว้หายไปหลังจากนำมาผ่านตัวกรองท่ีปราศจากเช้ือแบคทีเรีย และเขาได้สังเกตเห็นส่ิงท่ีเขา

ค้นพบต่อมาเรียกแบคเทอริโอเฟจในแม็กซิโกเป็นครั้งแรก และเขาได้เขียนเรื่องราวเกี่ยวกับการค้นพบ

ในปี ค.ศ.1949 ประมาณ 40 ปีหลังจากท่ีเขาค้นพบส่ิงนี้ และได้ทดลองความเป็นไปได้ของการ

บำบัดเฟจ และเป็นคนแรกท่ีทดสอบประสิทธิภาพของเฟจในสัตว์ และพบว่าการรักษาด้วยเฟจช่วย

เพิ่มอัตราการรอดชีวิตของไก่ท่ีเป็นโรคไทฟอยด์ได้ 95–100% ในปี ค.ศ. 1923 Eliava Institute ได้

เปิดขึ้นในเมืองทบิลิซี ประเทศจอร์เจีย ศึกษาเกี่ยวกับแบคเทอริโอเฟจ และพัฒนาการบำบัดด้วยเฟจ 

ซึ่ งมีนักวิทยาศาสตร์จำนวนมากก็ได้มี ส่วนร่วมในการพัฒนาเทคนิคการศึกษาเฟจสำหรับ  

การใช้งานเพื่อวัตถุประสงค์ต่าง ๆ และในปี ค.ศ. 1969 Max Delbrück, Alfred Hershey และ  

Salvador Luria ได้รับรางวัลโนเบลอันทรงเกียรติด้านสรีรวิทยา และยา ซึ่งค้นพบการจำลองแบบ

ของไวรัสและโครงสร้างทางพันธุกรรมของไวรัส [65-67] เฟจมีความหลากหลายมากในธรรมชาติใน

สภาพแวดล้อมท่ีแตกต่างกัน หากสภาพแวดล้อมอุดมสมบูรณ์ไปด้วยแบคทีเรีย ก็จะสามารถพบความ

หลากหลายของเฟจในส่ิงแวดล้อมนั้น และเซลล์เจ้าบ้าน (host) เป็นทรัพยากรหลักสำหรับเฟจ เช่น 

กิจกรรมเมแทบอลิซึมของเซลล์เจ้าบ้าน เป็นปัจจัยสำคัญในทุกขั้นตอนของวงจรชีวิตของเฟจ [68] 
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2.5.1 วงจรชีวิตของแบคเทอริโอเฟจภายในเซลล์แบคทีเรีย 

การเพิ่มจำนวนของเฟจภายในเซลล์แบคทีเรีย มี 2 วงจรท่ีแตกต่างกัน คือ วงจรชีวิตแบบ 

ไลติก (lytic cycle) และวงจรชีวิตแบบไลโซจินิก (lysogenic cycle) ดังนี้ (ภาพท่ี 1)  

วงจรชีวิตแบบไลติก (lytic cycle) เริ่มจากเฟจจะจับกับแบคทีเรียในระหว่างเคล่ือนท่ีแบบ

สุ่มบนพื้นผิวแบคทีเรีย และจะยึดเกาะกับตำแหน่งตัวรับ (receptor site) ท่ีจำเพาะเจาะจงท่ีอยู่บน

ผิวเซลล์ของแบคทีเรีย หรือส่วนประกอบต่าง ๆ บนผิวเซลล์อย่างใดอย่างหนึ่ง อาจเป็นตำแหน่งท่ีอยู่

บนแคปซูล (capsule) แฟลกเจลลา (flagella) หรือ พิไล (pili) ซึ่งการยึดเกาะในขั้นต้นนี้เป็นการยึด

เกาะท่ีสามารถย้อนกลับได้ (reversible adsorption) แต่หลังจากนั้นจะเป็นการยึดเกาะท่ีไม่สามารถ

ย้อนกลับได้ (irreversible adsorption) และตามด้วยการถ่ายโอนสารพันธุกรรมของเฟจไปยังเซลล์

เจ้าบ้าน และใช้กลไกต่าง ๆ ภายในเซลล์ในการเพิ่มจำนวน หลังจากการสร้างและประกอบอนุภาค

เฟจใหม่ภายในเซลล์เจ้าบ้าน (assembly) ซึ่งเรียกว่า “progeny phage” จากนั้นจะผลิตเอนไซม์

เอน โดไลซิน  (endolysin) ในการทำลาย เยื้ อหุ้ ม เซล ล์ของเซลล์ เจ้ าบ้ าน  และปลดปล่อย  

progeny phage ออกมาสู่ภายนอก [69] 

วงจรชีวิตแบบไลโซจินิก (lysogenic cycle) คือ เมื่อเฟจมีการถ่ายโอนสารพันธุกรรมไปยัง

เซลล์เจ้าบ้าน สารพันธุกรรมท่ีถ่ายโอนไปจะเข้าไปแทรกอยู่ในโครโมโซมของเซลล์เจ้าบ้าน ไม่ทำให้

เกิดการสร้างอนุภาคเฟจใหม่ภายในเซลล์ และจะไม่ทำให้เซลล์แตก สารพันธุกรรมท่ีถูกแทรกใน

โครโมโซมของเซลล์เจ้าบ้านจะเรียกว่า “prophage” เซลล์อาจได้รับการแบ่งตัวหลายรอบ  

แต่บางครั้งเซลล์อาจจะสลายโดยธรรมชาติ และปลดปล่อย progeny phage ออกมา ซึ่งส่ิงท่ีจะชัก

นำให้เกิดการสลายของเซลล์ไลโซจินิก เช่น การบำบัดด้วยสารก่อกลายพันธุ์ หรือการสัมผัสกับแสง

อัลตราไวโอเลต และการรวมของดีเอ็นเอของเฟจเข้ากับโครโมโซมของแบคทีเรียอาจเป็นประโยชน์ต่อ

วิวัฒนาการของแบคทีเรีย เนื่องจากยีนท่ีเป็นประโยชน์อาจถูกถ่ายโอนไปยังแบคทีเรีย [70] 

นอกจากนี้ในแง่ของเฟจบำบัด วงจรชีวิตแบบไลโซจินิกเป็นอุปสรรคอย่างมากสำหรับการบำบัดด้วย

เหตุผลหลายประการ ประการแรก คือถ้าจีโนมของเฟจสอดแทรกเข้าไปรวมกับจีโนมเซลล์เจ้าบ้านจะ

ส่งผลให้ไม่สามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียได้ทันที ส่วนประการท่ีสอง วงจรชีวิตแบบไลโซจินิกสามารถส่งผล

ต่อความสามารถในการเจริญ สมรรถนะในการแข่งขันของโฮสต์ (fitness cost) และอาจทำให้โฮสต์

ก่อโรครุนแรงมากขึ้น เนื่องจากโฮสต์มีจีโนมของเฟจแทรกอยู่ หรือเกิดจากการถ่ายโอนยีนจาก 

เช้ือก่อโรคหนึ่งไปยังเซลล์ใหม่ โดยอาศัยไลโซจินิกเฟจเป็นตัวกลาง (horizontal gene transfer) 

[71] อย่างไรก็ตาม งานวิจัยของ Al-Anany และคณะ [72] ได้ศึกษาการทำงานร่วมกันระหว่างเฟจท่ีมี
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วงจรชีวิตแบบไลโซจินิกและยาปฏิชีวนะ ciprofloxacin ในการยับยั้งเช้ืออีโคไลในหลอดทดลอง  

ผลการทดสอบพบว่า สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียได้ ≥8 log CFU/มิลลิลิตร แต่อย่างไรก็ตาม

ปฏิกิริยาเสริมฤทธิ์กันระหว่างยาปฏิชีวนะและเฟจขึ้นอยู่กับความไวต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือเป็นหลัก 

ภาพท่ี 1 วงจรชีวิตของแบคเทอริโอเฟจ [73] 

2.5.2 โครงสร้างของแบคเทอริโอเฟจ 

แบคเทอริโอเฟจแต่ละชนิด มีขนาดท่ีแตกต่างกัน ซึ่งมีขนาดต้ังแต่ 24 ถึง 400 นาโนเมตร 

และลำดับนิวคลีโอไทด์ในจีโนมของเฟจแตกต่างกันอย่างมาก มีขนาดความยาวต้ังแต่ 18 ถึง 400 

กิโลไบต์ (kilobase; kb) โครงสร้างพื้นฐานของเฟจจะมีส่วนท่ีเรียกว่า “แคปซิด” (capsid) เป็นการ

รวมตัวของหน่วยย่อยโปรตีนหนึ่งหน่วยหรือมากกว่าท่ีเรียกว่า “โปรโตเมอร์” (protomers) และ

หน่วยย่อยของ capsid เรียกว่า “แคปโซเมอร์” (capsomere) ซึ่งแคปซิดทำหน้าท่ีห่อหุ้ม หรือ

ป้องกันจีโนมท่ีซ่อนอยู่ภายใน และในบางกรณีอาจมีช้ันท่ีประกอบไปด้วยคาร์โบไฮเดรต ไขมัน และ

โปรตีนเพิ่มเติม ซึ่งทำหน้าท่ีห่อหุ้มจีโนมเฟจ [67] จีโนมเฟจมีสารพันธุกรรม หรือกรดนิวคลีอิกเพียง

ชนิดเดียว อาจเป็นโมเลกุลของดีเอ็นเอ หรืออาร์เอ็นเอ หนึ่งหรือหลายโมเลกุล อยู่ในรูปแบบสายเด่ียว 

(single-stranded) หรือ สายคู่ (double-stranded) และมี ลักษณะเป็นวง (circular) หรือเส้น 

(linear) ซึ่ง double-stranded circular DNA ของแบคเทอริโอเฟจจะไม่ได้เกิดข้ึนภายนอกเซลล์ แต่

มักจะเกิดขึ้นแต่ไม่ทุกครั้งหลังการติดเช้ือแบคทีเรีย นอกจากนี้ ดีเอ็นเอของเฟจอาจถูกเติมน้ำตาล 

(glucosylation) หรือหมู่เมทิล (methylation) ด้วย ได้เป็น glucose และ methyl residues ซึ่ง

อาจส่งผลต่อความเสถียรของดีเอ็นเอภายในเซลล์เจ้าบ้าน [74] หางเป็นส่วนหนึ่งในโครงสร้างของแบ

คเทอริโอเฟจ มีลักษณะเป็นท่อกลวง ทำหน้าท่ีเป็นช่องทางในการส่งสารพันธุกรรมของเฟจจากส่วน
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หัวไปยังไซโทพลาซึม (cytoplasm) ของเซลล์เจ้าบ้าน แต่เฟจบางชนิดก็ไม่มีหาง [75] ตัวอย่างของ

เฟจมีหาง เช่น เฟจ T4 (รูปท่ี 2) เป็นหนึ่งในเฟจท่ีมีความซับซ้อนมาก ส่วนหางจะติดอยู่กับส่วน

เฉพาะท่ีเป็นตัวเช่ือมต่อของส่วนหัว และมีส่วนของ base plate และ tail fibers ซึ่งติดอยู่กับส่วน

หาง ซึ่งช่วยในการยึดเกาะกับเซลล์แบคทีเรีย [76] 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

ภาพท่ี 2 โครงสร้างท่ัวไปของเฟจโดยเน้นบริเวณหาง และความสามารถในการถ่ายโอนดีเอ็นเอเข้าสู่
เซลล์แบคทีเรียเจ้าบ้านโดยเจาะผนังเซลล์ [75] 

2.5.3 การประยุกต์ใช้แบคเทอริโอเฟจ 

การประยุกต์ใช้เฟจในด้านต่าง ๆ ได้รับความสนใจอีกครั้ง เนื่องจากความต้านทานของ

แบคทีเรียต่อยาปฏิชีวนะเริ่มแพร่หลาย ในอดีตมีการใช้เฟจในการรักษาการติดเช้ือ แต่กลับถูกละท้ิง

ไปในช่วงทศวรรษท่ี 1940 เนื่องจากมีการค้นพบยาปฏิชีวนะ [77] และในปี ค.ศ. 1921 ได้มีการสาธิต

การใช้เฟจเพื่อรักษาการติดเช้ือแบคทีเรียเป็นครั้งแรก ต่อมาได้นำเฟจมารักษาโรคผิวหนังท่ีเกิดจาก

การติดเช้ือ Pseudomonas ในมนุษย์ นอกจากนี้ เฟจยังประสบความสำเร็จในการป้องกันการติดเช้ือ

ในสัตว์ เช่น ลูกโค ลูกแกะ และสุกรท่ีติดเช้ืออีโคไลในทางเกษตรกรรม [78] และพบว่าการประยุกต์ใช้

เฟจมีอัตราความสำเร็จสูงถึง 80–90% เฟจสามารถป้องกัน หรือรักษาโรคท้องร่วง โรคบิด  

ภาวะโลหิตเป็นพิษ การติดเช้ือจากบาดแผลและรอยไหม้ในมนุษย์ ตลอดจนโรคเกี่ยวกับลำไส้และ

ระบบในสัตว์ [79] ในปัจจุบันมีการนำเฟจไปใช้ประโยชน์ในหลาย ๆ ด้าน เช่น ใช้เป็นสารท่ีมีฤทธิ์ต้าน
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แบคทีเรียสำหรับควบคุมโรคติดเช้ือ (phage therapy) เป็นเครื่องมือในการตรวจวินิจฉัยชนิด

แบคทีเรียก่อโรค (phage typing) หรือใช้เฟจเพื่อจัดจำแนกแบคทีเรียสายพันธุ์ต่าง ๆ ท่ีอยู่ในจีนัส 

และสปีชีส์เดียวกันออกเป็นกลุ่มตามความไวต่อการติดเช้ือของเฟจ (bacterial detection) และใช้

เฟจใน ด้านการเกษตร (phage biocontrol) และอุตสาหกรรมอาหาร [80] และเมื่ อ เทียบ

ประสิทธิภาพของการใช้เฟจ และยาปฏิชีวนะในการรักษาการติดเช้ือแบคทีเรีย พบว่าเฟจมี

ประสิทธิภาพมากกว่ายาปฏิชีวนะ แต่อย่างไรก็ตามเฟจมีข้อดี และข้อจำกัดท่ีหลากหลาย ดังนี้ 

ข้อได้เปรียบหลักของการใช้เฟจ คือ เฟจมีความจำเพาะต่อแบคทีเรีย และการรักษาสามารถ

ออกแบบโดยกำหนดแบคทีเรียเป้าหมายได้ โดยเฉพาะแบคทีเรียก่อโรค ในขณะท่ีไม่ส่งผลเสียต่อ

จุลินทรีย์ประจำถิ่น (normal microbiota) ในขณะท่ีการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะจุลินทรีย์ประจำถิ่น

และเช้ือก่อโรคจะถูกทำลายไปพร้อม ๆ กัน อย่างไรก็ตาม ระดับความจำเพาะเจาะจงท่ีสูงของเฟจต่อ

แบคทีเรีย จึงไม่สามารถรักษาโรคในวงกว้างได้ ดังนั้นอาจจะต้องระบุสาเหตุของการติดเช้ืออย่าง

แม่นยำ และคัดเลือกเฟจท่ีเหมาะสมเพื่อนำมาทำเฟจผสม (phage cocktails) [81] และการต้านทาน

ของเช้ือแบคทีเรีย ถึงแม้ว่าแบคทีเรียสามารถปรับตัวเพื่อต้านทานต่อเฟจได้เช่นเดียวกับการท่ี

ต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ แต่ปัญหาการต้านทานต่อเฟจมีความกังวลน้อยกว่า เนื่องจากเฟจสามารถ

วิวัฒนาการตามธรรมชาติควบคู่ไปกับแบคทีเรียท่ีเป็นเซลล์เจ้าบ้านได้ ดังนั้น เมื่อแบคทีเรียต้านทาน

ต่อเฟจ เฟจจะสามารถปรับตัวและสามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียท่ีต้านทานได้อีกครั้ง แต่ถ้าหากเฟจไม่

สามารถฆ่าแบคทีเรียท่ีด้ือยาได้ ก็สามารถหาเฟจจากส่ิงแวดล้อมชนิดใหม่ท่ีสามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรีย

ชนิดนี้ได้มาทดแทน เนื่องจากการคัดแยกเฟจจากส่ิงแวดล้อมตัวใหม่ง่ายกว่าการคิดค้นยาปฏิชีวนะ

ชนิดใหม่ขึ้นมา [82, 83] นอกจากนี้ เฟจบางชนิดสามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียท่ีมีการสร้างไบโอฟิล์มขึ้น

เพื่อป้องกันการทำลาย [84] เฟจสามารถถูกนำมาใช้ร่วมกับสารต้านแบคทีเรียอื่น ๆ รวมท้ังเฟจชนิด

ต่าง ๆ ซึ่งเป็นการขยายสเปกตรัมของฤทธิ์ต้านเช้ือแบคทีเรีย [85] อย่างไรก็ตาม การเตรียมเฟจจะ

สูญเสียกิจกรรมได้ง่ายหากเก็บไว้อย่างไม่เหมาะสมหรือนานเกินไป [86] 

2.5.3.1 การประยุกต์ใช้แบคเทอริโอเฟจในสุกร 

ในปัจจุบันมีการนำเฟจมาประยุกต์ใช้ในสุกรมากขึ้นเพื่อทดแทนการให้ยาปฏิ ชีวนะ 

เพื่อป้องกันการด้ือยาปฏิชีวนะของเช้ือ และเพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของสัตว์ การทดลองใช้เฟจใน

สุกรส่วนใหญ่เน้นท่ีการควบคุมการติดเช้ืออีโคไล และซัลโมเนลลา [87] มีการประยุกต์ใช้เฟจใน 

กระบวนการต่าง ๆ ต้ังแต่ฟาร์มถึงโต๊ะอาหาร (farm to fork) และต้ังแต่ก่อนฆ่าไปจนถึงหลังฆ่า  

เพื่อควบคุมการแพร่กระจายของเช้ือในห่วงโซ่อาหาร สำหรับการประยุกต์ใช้เฟจกับสุกรก่อนการฆ่า  
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(pre-slaughter) จะให้เฟจผ่านทางปากโดยการด่ืมน้ำท่ีมีสารแขวนลอยเฟจ หรือผสมเฟจในอาหาร

สัตว์ ส่วนการประยุกต์ใช้เฟจกับสุกรหลังการฆ่า (post slaughter) จะให้เฟจบนซากสุกร และ

ระหว่างการบรรจุผลิตภัณฑ์จากเนื้อสุกร [66]  

 มีงานวิจัยหลายฉบับท่ีทดลองใช้เฟจในการรักษา และป้องกันการติดเช้ือซัลโมเนลลาในสุกร

ตัวอย่างเช่น งานวิจัยของ Gebru และคณะ [88] ได้ทดลองในลูกสุกรอย่านม (weaned piglets) 

โดยผสมสารแขวนลอยเฟจท่ีจำเพาะต่อ S. Typhimurium (3 × 109 PFU) กับอาหารสัตว์ และมีการ

เสริมโพรไบโอติก (probiotic) คือ Lactobacillus plantarum CJLP56 (6.5 × 108 CFU) ลงไป 

หลังให้เฟจเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ นำ S. Typhimurium (5 × 108 CFU/ มิลลิลิตร) ให้กินทางปาก 

ผลการทดลอง พบว่าสุกรท่ีได้รับอาหารท่ีผสมกับสารแขวนลอยเฟจและมีการเสริมโพรไบโอติกลงไป 

ให้ผลดีเช่นเดียวกับการท่ีสุกรได้รับยาปฏิชีวนะเพื่อป้องกันการติดเช้ือ S. Typhimurium โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งให้ผลดีหลังการให้เช้ือกับสุกร 

Wall และคณะ [34] ได้ทดสอบประสิทธิภาพของเฟจผสม (phage cocktail) ในลูกสุกร ท่ีมี

อายุ 3–4 สัปดาห์ และ สุกรน้ำหนักตามท้องตลาด (น้ำหนักตัวประมาณ 250 ปอนด์) โดยเริ่มจากลูก

สุกร ถูกให้เฟจผสมท่ีผ่านการห่อหุ้ม (109 PFU/มิลลิลิตร) และ S. Typhimurium γ4232 (5 × 108 

CFU/สุกร) ทางปากผ่านสายยาง เมื่อเวลาผ่านไป 6 ช่ัวโมง พบว่าเฟจผสมเพียงพอต่อการทำให้

ประมาณเช้ือลดลง 2–3 log10CFU หรือประมาณ 99% ในลำไส้เล็กส่วนต้น ต่อมทอนซิล และ

กระเปาะลำไส้ใหญ่ (caecum) สำหรับสุกรน้ำหนักตามท้องตลาด เริ่มจากให้ S. Typhimurium 

γ4232 (5 × 109 CFU) ทางปากผ่านสายยาง และท้ิงไว้เป็นระยะเวลา 48 ช่ัวโมง และมีการให้เฟจ

ผสม (109 PFU/มิลลิลิตร) ทุก ๆ 2 ช่ัวโมง เป็นระยะเวลา 6 ช่ัวโมง หลัง 6 ช่ัวโมง พบว่า ปริมาณเช้ือ

ในกระเปาะลำไส้ใหญ่และลำไส้เล็กส่วนปลาย (ileum) ลดลง 1–1.5 log10CFU/มิลลิลิตร 

Hooton และคณะ [89] ได้ทดลองใช้เฟจกับสุกรหลังถูกฆ่า เพื่อลดการปนเป้ือนของเช้ือก่อน

นำไปขายปลีกท่ัวไป โดยใช้เฟจผสม ผสมกับ S. Typhimurium U288 ให้ได้ MOI เท่ากับ 0.01–

10,000 ทดสอบบนช้ินหนังหมู เป็นเวลา 5 วัน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบว่า เมื่อเวลาผ่านไป  

1 ช่ัวโมง ท่ี MOI 10 และ 1000 สามารถลดเช้ือได้ประมาณ 92% และหลัง 48 ช่ัวโมง เช้ือลดลง

ประมาณ 1.4 log10CFU/4 ตารางเซนติเมตร และหลัง 96 ช่ัวโมง ปริมาณเช้ือลดต่ำกว่าขีดจำกัดท่ี

ตรวจวัดได้ 
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Saez แ ล ะ ค ณ ะ  [32] ไ ด้ ท ด ส อ บ  microencapsulated phage cocktail ต่ อ เ ช้ื อ  

S. Typhimurium ซึ่งแบ่งการทดลองออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มสุกรท่ีได้รับเฟจผ่านทางอาหาร โดย

จะให้เฟจทุกวัน เป็นระยะเวลา 5 วัน และในวันท่ี 5 กลุ่มท่ี 2 คือ กลุ่มท่ีให้เฟจทางปากผ่านสายยาง 

จะได้รับ เฟจเช่น เดียวกับก ลุ่มแรก และก ลุ่ม ท่ี  3 คือก ลุ่มควบ คุม  สุกรทุกก ลุ่มจะได้รับ  

S. Typhimurium ผ่านทางปาก และเก็บตัวอย่างอุจจาระทุก 2 ช่ัวโมง หลังให้เช้ือ 6 ช่ัวโมง สุกร

ท้ังหมดถูกฆ่า และนำส่วนไส้ต่ิง (cecal) ลำไส้เล็กส่วนปลาย (ileum) และต่อมน้ำเหลืองในช่องท้อง 

(mesenteric lymph nodes) มาวิเคราะห์ปริมาณเช้ือพบว่า ท่ีเวลา 2 และ 4 ช่ัวโมง ก ลุ่มสุกรท่ี

ได้รับเฟจผ่านทางอาหารมีปริมาณเช้ือในอุจจาระคิดเป็น 38.1% และ 42.9% ตามลำดับ ซึ่งน้อยกว่า

กลุ่มสุกรท่ีได้รับเฟจผ่านทางปาก คือ 71.4% และ 81.1% ตามลำดับ ส่วนกลุ่มควบคุม ท่ี 2 ช่ัวโมง 

พบเช้ือในอุจจาระ 71.4% และ 4 ช่ัวโมง พบ 85.7% และความหนาแน่นของ S. Typhimurium ใน

ส่วนของลำไส้เล็กส่วนปลาย และส่วนไส้ต่ิงของสุกรในกลุ่มท่ีให้เฟจผ่านทางอาหาร พบ 2.0 

log10CFU/มิลลิลิตร และ 2.7 log10CFU/มิลลิลิตร ตามลำดับ ซึ่งน้อยกว่ากลุ่มควบคุมท่ีตรวจพบ 3.0 

log10CFU/มิลลิลิตร และ 3.7 log10CFU/มิลลิลิตร ตามลำดับ 

Seo และคณะ [33] ได้ทดลองในสุกรท่ีมีอายุ 4 สัปดาห์ โดยผสม phage cocktail C  

(SEP-1, SGP-1, STP-1, SS3eP-1, SalTP-2, SChP-1, SAP-1 และ SAP-2 ซึ่งมีความหนาแน่น ≥109 

PFU/มิลลิลิตร) กับอาหารสัตว์ และให้ S. Typhimurium ATCC 14028 (108 CFU/มิลลิลิตร) ผ่าน

ทางปากโดยตรง พบว่าสามารถลดเช้ือได้ 100% และลดซัลโมเนลลาท่ีคัดแยกได้จากมูลสุกร 92.5% 

นอกจากนี้ยังมีการทดลองใช้ผลิตภัณฑ์เฟจท่ีมีจำหน่ายทางการค้าในการลดปริมาณ 

ซัลโมเนลลาท้ังก่อนฆ่า และหลังฆ่าสัตว์ ตัวอย่างเช่น งานวิจัยของ Sirdesai และคณะ [90] ได้

ทดสอบประสิทธิภาพของ PhageGuard S ซึ่งทดสอบผลิตภัณฑ์เฟจบนเนื้อหมูติดมัน เบคอน และ

ซี่โครงหมู โดยเฟจท่ีใช้มีความหนาแน่น 5×106, 1×107, 2×107 หรือ 5×107 PFU/ตารางเซนติเมตร 

ทดสอบกับ Salmonella Se13 ท่ีด้ือต่อยา streptomycin (2 × 104 CFU/ตารางเซนติเมตร) และ

บ่มท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง พบว่า สามารถลดเช้ือบนเนื้อหมูติดมันได้ 1.1 

log10CFU/ตารางเซนติเมตร และ 1.6 log10CFU/ตารางเซนติเมตร โดยใช้เฟจท่ีความหนาแน่น 

1×107 และ 5×107 PFU/ตารางเซนติเมตร ตามลำดับ และเมื่อทดสอบบนเบคอน พบว่าเฟจท่ีมีความ

หนาแน่นสูงสุด แสดงการลดลงของเช้ือได้ 1.3 log10CFU/ตารางเซนติเมตร ส่วนความหนาแน่นของ

เฟจท่ีต่ำท่ีสุด สามารถลดประมาณเช้ือได้ 0.8 log10CFU/ตารางเซนติเมตร และซี่โครงหมู ท่ีความ
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หนาแน่นของเฟจ 2×107 และ 5×107 PFU/กรัม พบการลดลงของเช้ือ 1.3 log10CFU/ตาราง

เซนติเมตร และ 1.7 log10CFU/ตารางเซนติเมตร ตามลำดับ 

จากการศึกษาหลายช้ินจะเห็นได้ว่า เฟจสามารถลดปริมาณการติดเช้ือซัลโมเนลลาในสุกรได้ 

และงานวิจัยของ Zeng และคณะ [91] แนะนำให้ใช้แบคเทอริโอเฟจ 400 มิลลิกรัม ต่ออาหารสัตว์  

1 กิโลกรัม สำหรับลูกสุกรหย่านมท่ีเล้ียงด้วยอาหาร โดยอาหารต้องปลอดยาปฏิชีวนะ เพื่อส่งเสริม

การเจริญเติบโต 
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บทท่ี 3 

วิธีดำเนินการวิจัย 

3.1 สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

สารเคมี บริษัทผู้ผลิต/จำหน่าย 
VC 1 Kb DNA Ladder  Vivantis, USA 
VC 100 bp Plus DNA Ladder Vivantis, USA 
6x loading dye Vivantis, USA 
95% ethanol Alcohol-A, Thailand 
Absolute ethanol RCI Labscan, Thailand 
Agar TM Media, India 
Agarose Vivantis, USA 
Chloroform  RCI Labscan, Thailand 
di-Potassium hydrogen orthophosphate  Ajax Finechem, USA 
DNase I  Panreac, Germany 
EcoRI (Restriction enzyme)  Vivantis, USA 
EcoRV (Restriction enzyme) Vivantis, USA 
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)  Fluka, Germany 
HinfI (Restriction enzyme)  Vivantis, US 
HindIII marker Vivantis, US 
Isoamyl alcohol  Merck, Germany 
Lamda DNA  Vivantis, USA 
Protinase K  Vivantis, USA 
RNase A  Amresco, USA 
ViSafe Green Gel Stain Vivantis, USA 
Sodium acetate trihydrate  Himedia, India 
Sodium chloride RCI  Labscan, Thailand 
Sodium EDTA  Central Drug House, India 
Sodium hydroxide  RCI Labscan, Thailand 
Sodium dodecyl sulfate (SDS)  Sigma-Aldrich, USA 
Tryptone soya broth  Himedia, India 
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3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

เครื่องมือและอุปกรณ์ บริษัทผู้ผลิต/จำหน่าย 

0.22 µm PES syringe filter  Membrane solutions, USA 

10 mL Syringe  Nipro, Thailand 

50 mL Syringe  Nipro, Thailand 

Mini Horizontal Gel Electrophoresis  Major Science, Korea 

Power supply  Major Science, Korea 

เครื่องช่ังทศนิยม 2 ตำแหน่ง  Sartorius, Korea 

เครื่องช่ังทศนิยม 4 ตำแหน่ง  Sartorius, Korea 

เครื่องปั่นเหวี่ยงต้ังโต๊ะ  Hermle, Germany 
เครื่องผลิตน้ำกล่ัน  ELGA, UK 
เครื่องผลิตน้ำปราศจากไอออน  ELGA, UK 
เครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer)  Isolab, Germany 
เครื่องมองภาพเจลแบบใช้แสง LED (LED 
illuminator)  

Maestrogen, Taiwan 

เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)  Mesulab, China 
เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) Suntex, China 
เตาอบไมโครเวฟ Electrolux, Sweden 
ตู้เย็น  Samsung, Korea 
ตู้บ่ม (Incubator)  Memmert, Germany 
ตู้ปลอดเช้ือ (Laminar airflow carbinet)  Haier, China 
ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) Wisd, Korea 
หม้อนึ่งฆ่าเช้ือ (Autoclave)  Tomy, Korea 
อ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (Shaking water 
bath)  

Wisd, Korea 

อื่น ๆ เช่น autopipette กระบอกตวง ขวดรูปชมพู่ 
ขวดใส่ สารเคมี จานเพาะเช้ือ บีกเกอร์ หลอด
ทดลอง หลอดป่ันเหวี่ยง เป็นต้น 
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3.3 วิธีการทดลอง 

3.3.1 แบคทีเรีย แบคเทอรโิอเฟจ และสภาวะการเพาะเล้ียง 

แบคทีเรียท่ีใช้ทดลองมีท้ังหมด 13 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 1) ซึ่งแบคทีเรียท่ีใช้เป็นเซลล์เจ้าบ้าน

สำหรับแยกเฟจ ได้แก่ Salmonella Choleraesuis KPS585, KPS604-1 และ KPS615 ได้รับมา

จากศูนย์ชันสูตรโรคสัตว์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน  

ซึ่งคัดแยกได้จากลำไส้สุกรติดเช้ือ ส่วนการทดสอบ host range ใช้แบคทีเรียทุกสายพันธุ์ดังแสดงไว้

ในตารางท่ี 1 แบคทีเรียถูกเล้ียงบนอาหารวุ้นเอียง trypticase soy agar (TSA) เก็บท่ีอุณหภูมิ  

4 องศาเซลเซียส ก่อนนำมาทดสอบแบคทีเรียทุกสายพันธุ์เล้ียงในอาหารเหลว tryptic soy broth 

(TSB) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ข้ามคืน การเก็บรักษาเช้ือโดยเก็บในอาหารเหลว TSB ท่ีมี 

กลีเซอรอล 20% และเก็บท่ีอุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนำมาใช้  

แบคเทอริโอเฟจท่ีจำเพาะต่อซัลโมเนลลาท่ีมีอยู่ในห้องปฏิบัติการภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 
มหาวิทยาลัยศิลปากร จำนวนท้ังส้ิน 85 ไอโซเลท ได้แก่  แบคเทอริโอเฟจท่ีคัดแยกโดยใช้  
S. Enteritidis DMST8536 เป็นเซลล์เจ้าบ้าน จำนวน 20 ไอโซเลท S. Anatum DMST50705 เป็น
เซลล์เจ้าบ้าน จำนวน 10 ไอโซเลท S. Rissen DMST7097 เป็นเซลล์เจ้าบ้าน จำนวน 26 ไอโซเลท 
และ S. Typhimurium ATCC13311 DMST562 เป็นเซลล์เจ้าบ้าน จำนวน 29 ไอโซเลท ซึ่ ง 
สารแขวนลอยเฟจใน TSB เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3.3.2 ทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของซัลโมเนลลา ด้วยวิธี disk diffusion 

นำซัลโมเนลลาทุกสายพันธุ์  (ตารางท่ี 1) มาทดสอบความไวต่อยาปฏิ ชีวนะด้วยวิธี   

disk diffusion โดยการทดสอบดำเนิน ตามมาตรฐานของ Clinical Laboratory Standard 

Institute (CLSI) [92] ยาปฏิ ชีวนะ ท่ี ใช้ทดสอบ จำนวน  6 ชนิ ด  ได้แก่  Enrofloxacin (5 µg) 

Neomycin (30 µg) Colistin Sulphate (10 µg) Sulphamethoxazole (25 µg) Kanamycin  

(30 µg) และ Gentamicin (10 µg) โดยเล้ียงเช้ือในหลอดอาหารเหลว TSB ปริมาตร 4–5 มิลลิลิตร 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2–6 ช่ัวโมง แล้วปรับความขุ่นให้เท่ากับความขุ่น

มาตรฐาน 0.5 McFarland (1–2 x 108 CFU/มิลลิลิตร) และใช้ไม้พันสำลีปราศจากเช้ือจุ่มเช้ือท่ีปรับ

ความขุ่นแล้วป้ายลงบนอาหารจานอาหาร TSA จากนั้นวางแผ่นยา แต่ละชนิดลงบนอาหาร หลังป้าย

เช้ือไม่เกิน 15 นาที แล้วนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 ± 2 องศาเซลเซียส นาน 16–18 ช่ัวโมง บันทึกผล

โดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนท่ีมีการยับยั้งเช้ืออย่างสมบูรณ์ แล้วนำไปเทียบค่า breakpoint  

อ้างอิง จาก CLSI 
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ตารางท่ี 1 สายพันธุ์ของแบคทีเรียท่ีใช้ในการทดลอง 
แบคทีเรีย แหล่งที่มา 

Salmonella Choleraesuis KPS585 KU KPS 
Salmonella Choleraesuis KPS604-1 KU KPS 
Salmonella Choleraesuis KPS615 KU KPS 
Salmonella Anatum DMST50705 DMSc 
Salmonella Corvallis DMST34495 DMSc 
Salmonella Enteritidis DMST8536 DMSc 
Salmonella Hadar DMST10634 DMSc 
Salmonella Lexington DMST50707 DMSc 
Salmonella Rissen DMST7097 DMSc 
Salmonella Stanley DMST16874 DMSc 
Salmonella Typhimurium ATCC13311 DMST562 DMSc 
Salmonella Weltevreden DMST15677 DMSc 
Salmonella Worthington DMST50712 DMSc 

หมายเหตุ : DMSc คือ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ; KU KPS คือ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์  

วิทยาเขตกำแพงแสน 

3.3.3 การคัดกรองแบคเทอริโอเฟจในห้องปฏิบัติการท่ีจำเพาะต่อ S. Choleraesuis 

3.3.3.1 การตรวจหาแบคเทอริโอเฟจท่ีจำเพาะต่อ S. Choleraesuis ด้วยวิธี Spot test 

ผสม S. Choleraesuis ปริมาตร 100 ไมโครลิตร กับ molten agar (อาหารเหลว TSB ท่ีมี 

0.45% agar) ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร แล้วเทลงบนอาหาร TSA ท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง ประมาณ  

15 นาที เพื่อให้ molten agar แข็งตัว จากนั้นหยดสารแขวนลอยเฟจ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบน

สนามของแบคทีเรีย แล้วบ่มข้ามคืน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สังเกตบริเวณใสท่ีเกิดขึ้น โดย

กำหนดให้ +++ คือเกิดบริเวณใสชัดเจน ++ คือเกิดบริเวณใสระดับปานกลาง + คือเกิดบริเวณใส

ระดับต่ำ I คือ เกิดพลาคเด่ียว และ – คือไม่พบการเปล่ียนแปลง 
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3.3.3.2 การตรวจสอบแบคเทอริโอเฟจท่ีจำเพาะต่อ S. Choleraesuis ด้วยวิธี double layer agar 

ผสม S. Choleraesuis ปริมาตร 100 ไมโครลิตร กับ molten agar ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร 

จากนั้นเจือจางสารแขวนลอยเฟจใน SM buffer ให้ได้ความเจือจางต่าง ๆ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

ผสมให้เข้ากัน และเทลงบนอาหาร TSA หมุนวนจานเพาะเช้ือเพื่อให้ผสมเข้ากัน และกระจายท่ัว

ผิวหน้าอาหารแข็ง ต้ังท้ิงไว้ประมาณ 5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้องเพื่อให้  molten agar แข็งตัว จากนั้น

นำไปบ่มข้ามคืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บันทึกขนาดของพลาค และตรวจดูลักษณะของพลาคท่ี

เกิดขึ้น (ขุ่นหรือใส)  

3.3.4 การทำบริสุทธิ์แบคเทอริโอเฟจ 

ทำบริสุทธิ์แบคเทอริโอเฟจด้วยวิธี double layer agar โดยเลือกเจาะพลาคท่ีมีลักษณะ 

และขนาดท่ีแตกต่างกัน โดยใช้ทิปตัดปลายปราศจากเช้ือ เจาะช้ินวุ้นบริเวณท่ีมีพลาค และกระจายใน 

SM buffer ท่ีปลอดเช้ือ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว้ข้ามคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อให้  

แบคเทอริโอเฟจแพร่ออกมาจากช้ินวุ้น จากนั้นนำสารแขวนลอยเฟจท่ีได้ไปทำ double layer agar 

ทำซ้ำในขั้นตอนท้ังหมดท่ีกล่าวมาอย่างน้อย 5 รอบ เพื่อให้มั่นใจว่าเฟจบริสุทธิ์ โดยสังเกตจากการ

เกิดพลาคท่ีมีลักษณะและขนาดสม่ำเสมอบนอาหารแข็ง 

3.3.5 การเพิ่มจำนวนแบคเทอรโิอเฟจ  

นำแบคเทอริโอเฟจท่ีได้จากการทำบริสุทธิ์ในข้อ 3.3.4 มาทำ double layer agar โดยใช้

แท่งแก้วสามเหล่ียมขูดอาหารวุ้นอ่อนช้ันบนท่ีมีพลาคหนาแน่น จากนั้นถ่ายลงในหลอดปั่นเหวี่ยง

ปราศจากเช้ือ และเทอาหารเหลว TSB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงบนผิวหน้าอาหารแข็งเดิม ขูดวุ้นอ่อน

ท่ีเหลือ แล้วถ่ายลงในหลอดปั่นเหวี่ยงหลอดเดิม ต้ังท้ิงไว้เป็นเวลาอย่างน้อย 30 นาที แล้วปั่นเหวี่ยงท่ี

ความเร็ว  6 ,000g เป็น เวลา 20 นาที  นำของเหลวเหนือตะกอนกรองด้วย syringe filter 

polyethersulfone membrane (PES) วัสดุกรองขนาดรูพรุน 0.22 ไมโครเมตร หลังจากนั้นนำมา

วิเคราะห์หาความหนาแน่นของเฟจ (PFU/มิลลิลิตร) ด้วยวิธี double layer agar และคำนวณหา

ความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจได้จาก ความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจ (PFU/มิลลิลิตร)  

= จำนวนพลาค × ระดับการเจือจาง / ปริมาตรท่ีใช้ทดสอบ (มิลลิลิตร)  

3.3.6 การคัดแยกแบคเทอริโอเฟจท่ีจำเพาะต่อ S. Choleraesuis จากตัวอย่างน้ำ 

เก็บตัวอย่างน้ำจากคลองชลประทาน สระแก้ว สระบัว และน้ำท้ิงจากท่อระบายน้ำของ  

โรงฆ่าสัตว์ ในพื้นท่ีจังหวัดนครปฐม ท้ังหมด 4 ตัวอย่าง โดยนำตัวอย่างปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3 ,000g 
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เป็นเวลา 10 นาที เพื่อตกตะกอนอนุภาคขนาดใหญ่ แล้วนำส่วนใสท่ีได้ (supernatant) ผสมกับ 

เซลล์เจ้าบ้าน (S. Choleraesuis KPS585, KPS604-1 และ KPS615) และอาหารเล้ียงเช้ือ 10X TSB  

ในอัตราส่วน 9:0.1:1 โดยเตรียมปริมาตรรวม 30 มิลลิลิตร จากนั้นบ่มข้ามคืน ท่ีอุณหภูมิ  

37 องศาเซลเซียส แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,500g เป็นเวลา 10 นาที กรองส่วนใสท่ีได้ด้วย 

syringe filter polyethersulfone membrane (PES) ขนาดรูพรุน 0.22 ไมโครเมตร แล้วทดสอบ

การมีอยู่ของเฟจในตัวอย่างด้วยวิธี spot test  

3.3.7 ศึกษาคุณลักษณะของแบคเทอริโอเฟจท่ีจำเพาะต่อ S. Choleraesuis  

3.3.7.1 การศึกษาช่วงของเซลล์เจ้าบ้านของแบคเทอริโอเฟจ (host range test) 

การทดสอบช่วงของเซลล์เจ้าบ้านของเฟจ ด้วยวิธี spot test โดยเซลล์เจ้าบ้านท่ีใช้ทดสอบ

ดังแสดงในตารางท่ี 1 เตรียมสนามแบคทีเรีย โดยผสมแบคทีเรียท่ีเล้ียงข้ามคืนในอาหาร TSB 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร กับ molten agar ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร แล้วเทลงบนอาหาร TSA ท้ิงไว้ที่

อุณหภูมิห้อง ประมาณ 15 นาที เพื่อให้ molten agar แข็งตัว จากนั้นหยดสารแขวนลอยเฟจ  

10 ไมโครลิตร ลงบนสนามของแบคทีเรีย ท้ิงไว้อุณหภูมิห้อง ประมาณ 5–10 นาที เพื่อให้หยดน้ำแห้ง 

นำไปบ่มข้ามคืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สังเกตบริเวณใสท่ีเกิดขึ้นและบันทึกผล 

3.3.7.2  ศึกษาประสิทธิภาพของแบคเทอริโอเฟจสำหรับทำลายซัลโมเนลลาสายพันธุ์ต่าง ๆ 

(efficiency of plating, EOP) 

ศึกษาประสิทธิภาพของแบคเทอริโอเฟจในการทำลายซัลโมเนลลาสายพันธุ์ ต่าง ๆ  

(ตารางท่ี 1) ด้วยวิธี double layer agar ซึ่งคำนวณค่า EOP ได้จากสูตร EOP = ความหนาแน่นของ

แบคเทอริโอเฟจท่ีได้จากการทดสอบกับเซลล์แบคทีเรียอื่น/ความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจท่ีได้

จากการทดสอบกับเซลล์เจ้าบ้าน 

3.3.7.3 ศึกษาความเสถียรของแบคเทอริโอเฟจท่ีจำเพาะต่อ S. Choleraesuis ท่ีอุณหภมูิต่าง ๆ 

การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของเฟจ ซึ่ งทดสอบในอาหารเหลว TSB โดย 

นำอาหารเหลว TSB ปริมาตร 900 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิทดสอบก่อน (pre-incubated) ได้แก่ 

28 , 37 , 45 และ 65 องศาเซลเซี ยส เป็น เวลา 30 นาที  จากนั้ นผสมสารแขวนลอยเฟจ  

(ความหนาแน่นเริ่มต้น 106–107 PFU/มิลลิลิตร) ลงไปปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ

ทดสอบ เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง หลังบ่มนำตัวอย่างมาเจือจางใน SM buffer ทันที และนำไปตรวจสอบ
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ความหนาแน่นของเฟจด้วยวิธี double layer agar และนำมาหาค่าเฉล่ียของความหนาแน่นเฟจจาก

การทดลอง 3 ซ้ำ และเปรียบเทียบกับความหนาแน่นของเฟจเริ่มต้น 

3.3.7.4 ศึกษาความเสถียรของแบคเทอริโอเฟจท่ีจำเพาะต่อ S. Choleraesuis ท่ี pH ต่ำ ในสภาวะ

ของเหลวกระเพาะอาหารจำลอง (simulated gastric fluid, SGF) 

การศึกษาผลของ pH ต่อความเสถียรของเฟจถูกทดสอบใน SGF  ซึ่งเตรียมสภาวะของเหลว

ในกระเพ าะอาหารจำลองตามวิธี ของ Berardi และคณ ะ  [93] ประกอบด้วยสารละลาย 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ความเข้มข้น 34 มิลลิโมลาร์ และเพปซิน (pepsin) 3.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

จากนั้นปรับด้วยกรดไฮโดรคลอริก (HCL) ให้ได้ pH 2.5, 3.0, 3.5 และ 4.0  โดยบ่ม SGF ปริมาตร 

9.9 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ก่อนการทดสอบ (pre-incubated) 

จากนั้นนำสารแขวนลอยเฟจ (ความหนาแน่นเริ่มต้น 109 PFU/มิลลิลิตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

ใส่ลงใน SGF และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะเขย่าท่ีความเร็ว 100 รอบต่อนาที  

เป็นเวลา 1 และ 2 ช่ัวโมง หลังบ่มตรวจสอบความหนาแน่นของเฟจด้วยวิธี double layer agar และ

นำมาหาค่าเฉล่ียของความหนาแน่นเฟจจากการทดลอง 3 ซ้ำ และเปรียบเทียบกับความหนาแน่นของ

เฟจเริ่มต้น 

3.3.7.5 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอเฟจ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องผ่าน (transmission electron microscopy, TEM) 

เตรียมแบคเทอริโอเฟจความหนาแน่นสูง (≥109 PFU/มิลลิลิตร) และหยดลงบนตะแกรง

ทองแดงเคลือบฟอร์มวาร์ (Formvar coated copper grid) จากนั้นปล่อยท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 10 

นาที และย้อมด้วย 2% uranyl acetate เป็นเวลา 2 นาที ตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องผ่าน Hitachi Hightech รุ่น HT7700 (Hitachi, ประเทศญี่ปุ่น ) ท่ีแรงดันเร่ง 80 keV  

(ณ ฝ่ายเครื่องมือและวิจัยทางวิทยาศาสตร์ สถาบันวิจัยและพัฒนาแห่งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์) 

ตรวจสอบขนาดของแบคเทอริโอเฟจจากค่าเฉล่ียของการวัดขนาดอย่างน้อย 10 อนุภาค  

3.3.8 ศึกษาจีโนมแบคเทอริโอเฟจด้วยเทคนิค Restriction Fragment Length Polymorphism 

(RFLP) 

ผสมแบคเทอริโอเฟจความหนาแน่นสูง (109 PFU/มิลลิลิตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร กับ 

DNase I ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ RNase A ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และเติมแมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCI2) ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร  
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12.5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติม  

กรดเอทิลีนไดอามีนเตตราอาเซติก (EDTA) ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 40 ไมโครลิตร และ

เอนไซม์โปรติเนสเค (Proteinase K) ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

รวมท้ังเติม 10% ของโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 55  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที และเติมฟีนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์  

(phenol : chloroform : isoamyl alcohol) ในอัตราส่วน 25:24:1 ปริมาตรเท่ากับสารละลายท่ีมี

อยู่ ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมาเบา ๆ นำไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 11 ,300g เป็นเวลา 10 

นาที และถ่ายส่วนใสด้านบนไปยังหลอดใหม่ จากนั้นเติมแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ (absolute ethanol) 

ปริมาตร 2.5 เท่าของส่วนใส และโซเดียมอะซิเตต (sodium acetate) ความเข้มข้น 3 โมลาร์ ท่ี  

pH 5.2 ปริมาตร 0.1 เท่าของส่วนใส ผสมให้เข้ากันและบ่มท่ี –20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง  

ปั่นตกตะกอนท่ีความเร็วรอบ 11,300g เป็น เวลา 10 นาที ล้างตะกอนด้วยเอทานอล ความเข้มข้น 

70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท้ิงตะกอนให้แห้ง และละลายในน้ำกล่ันปราศจากไอออนปลอด

เช้ือ  

ตรวจสอบ จี โน ม ขอ งเฟ จ ท่ี สกั ด ได้ ด้ วย เทคนิ คอะกาโรส เจลอิ เ ล็ก โตร โฟ เรซิ ส  

(agarose gel electrophoresis) โดยใช้เจลอะกาโรส ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ในบัพเฟอร์  

1X TAE พร้อมเติมสีย้อม ViSafe Green Gel ลงไปตามคำแนะนำของบริษัทผู้ผลิต จากนั้นให้

กระแสไฟ ฟ้ า ท่ี ความ ต่ าง ศักย์  50 โวล ต์  เป็ น เวลา  60 น าที  แ ล้ วน ำมาส่อ ง ด้ วย เครื่ อ ง  

LED transluminator สำหรับการเปรียบเทียบขนาดของกรดนิวคลีอิก ใช้ Lamda DNA/HindIII 

marker, VC 100bp Plus และ VC 1kb Marker เป็นสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน นำจีโนมท่ีได้มา

ศึกษาการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ ได้แก่ EcoRI, EcoRV และ HinfI โดยสภาวะท่ีใช้ในการตัด 

กรดนิวคลีอิกด้วยเอนไซม์เหล่านี้ได้ทำตามคำแนะนำของบริษัทผู้ผลิตเอนไซม์ จากนั้นตรวจสอบ

รูปแบบจีโนมของแบคเทอริโอเฟจท่ีถูกตัดด้วยเอนไซม์ดังกล่าว ด้วยเจลอะกาโรสความเข้มข้น  

1 เปอร์เซ็นต์ใน 1x TAE บัฟเฟอร์ ใช้ศักย์ไฟฟ้า 80 โวลต์ เป็นเวลา 40–45 นาที 

3.3.9 ศึกษาประสิทธิภาพของเฟจต่อการฆ่าเช้ือ S. Choleraesuis ในสภาวะของเหลวลำไส้จำลอง 

(simulated intestinal fluid, SIF)  

เตรียมของเหลวลำไส้จำลอง ซึ่ งประกอบด้วย เอนไซม์แพนครีเอ ติน (pancreatin)  

10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และเกลือน้ำดี (bile salt) 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ละลายในสารละลาย 

ไดโพแทสเซี ยมฟอสเฟต (KH2PO4) ความ เข้มข้น  50 มิลลิโมลาร์  ท่ีมี  pH 6.8 [94] เตรียม 
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สารแขวนลอยเฟจโดยเจือจางเฟจแต่ละไอโซเลท และเฟจผสมท้ัง 3 ไอโซเลท (vB_SCh-RP5i3B, 

vB_SCh-RP60i4A และ vB_SCh-RP61i4) ใน SM buffer ให้ได้ความหนาแน่นสุดท้ายคือ 107 และ 

108 PFU/มิลลิ ลิตร และเตรียม  S. Choleraesuis แต่ละสายพันธุ์  (KPS585, KPS604-1 และ 

KPS615) ให้มีความหนาแน่นสุดท้ายเท่ากับ 107 CFU/มิลลิลิตร จากนั้นนำเช้ือแต่ละสายพันธุ์ผสม

กับเฟจเด่ียว หรือเฟจผสม ให้ได้ MOI เท่ากับ 1 และ 10 ในปริมาตร 30 มิลลิลิตร และนำไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมท้ังเขย่าท่ีความเร็ว 125 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างปริมาตร  

500 ไมโครลิตร ทุก 10 นาที เป็นระยะเวลา 120 นาที สำหรับกลุ่มควบคุม จะใช้ SM buffer แทน

เฟจ ตรวจสอบความหนาแน่นของเช้ือแบคทีเรียในตัวอย่างโดยการเจือจางตัวอย่างด้วยสารละลาย 

โซเดียมคลอไรด์ ท่ีความเข้มข้น 0.9% w/v (NaCl) และหยดตัวอย่างท่ีระดับการเจือจางต่าง ๆ 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA บ่มข้ามคืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และนับ

จำนวนโคโลนีท่ีปรากฏบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ 

3.3.10 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

การวิ เคราะห์ข้ อมูลทางสถิ ติดำเนินการโดยใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistics 23 

เปรียบเทียบความเสถียรของเฟจท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ ระหว่างความหนาแน่นเฟจเริ่มต้น และความ

หนาแน่นเฟจหลังบ่ม 1 ช่ัวโมง ด้วย t-test นอกจากนี้ ทำการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว 

(One-way ANOVA) เพื่อประเมินความแตกต่างของความเสถียรของเฟจท่ีอุณหภูมิต่ างกัน ความ

เสถียรของเฟจหลังจากการสัมผัสท่ี pH ต่ำเป็นเวลา 1 และ 2 ช่ัวโมง และการลดลงของแบคทีเรีย

หลังการบำบัดด้วยเฟจท่ี MOI ต่างกัน ในแต่ละจุดเวลา การวิเคราะห์ความแปรปรวนสองทาง  

(Two-way ANOVA) ถูกใช้เพื่อประเมินผลของ pH เวลา และปฏิสัมพันธ์ระหว่าง pH และเวลาต่อ

ความเสถียรของเฟจท่ี pH ต่ำ เปรียบเทียบผลต่างระหว่างค่าเฉล่ียแต่ละคู่ด้วยการทดสอบ  

Turkey’s Honestly Significant Different (HSD) ท้ังนี้การวิเคราะห์ทางสถิติท้ังหมดพิจารณาความ

แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ี p < 0.05 
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บทที่ 4  

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

4.1 ความไวต่อยาปฏิชีวนะของซัลโมเนลลา  

จากการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของซัลโมเนลลาท้ังหมด 13 สายพันธุ์ ซึ่งทดสอบกับ

ยาปฏิชีวนะ 6 ชนิด (ตารางท่ี 2) พบว่า ซัลโมเนลลาทุกสายพันธุ์มีความไวต่อ Colistin sulphate 

(10 µg) และสายพันธุ์ ท่ี ด้ือต่อยาปฏิชีวนะมากท่ีสุด คือ S. Choleraesuis KPS615 ซึ่งด้ือต่อยา  

3 ชนิ ด  ไ ด้ แก่  enrofloxacin (5 µg) neomycin (30 µg) และ  kanamycin (30 µg) และพ บ 

ซัลโมเนลลา 3 สายพันธุ์ไวต่อยา neomycin ในระดับปานกลาง ได้แก่ S. Choleraesuis KPS604-1, 

S. Corvallis และ S. Worthington ส่วน S. Choleraesuis KPS585 และ S. Worthington ด้ือต่อ

ยาเพียง 1 ชนิด คือ gentamicin (10 µg) และ Sulphamethoxazole (25 µg) ตามลำดับ 

ตารางท่ี 2 ผลทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของซัลโมเนลลา 

สายพันธุ์ของแบคทีเรีย 
ยาปฏิชีวนะ 

GEN 
(10 µg) 

ENR 
(5 µg) 

CST 
(10 µg) 

SXT 
(25 µg) 

NEO 
(30 µg) 

KAN 
(30 µg) 

S. Choleraesuis KPS585 R S S S S S 
S. Choleraesuis KPS604-1 S S S S I S 
S. Choleraesuis KPS615 S R  S S R R 
S. Anatum S S S S S S 
S. Corvallis S S S S I S 
S. Enteritidis S S S S S S 
S. Hadar S S S S S S 
S. Lexington S S S S S S 
S. Rissen S S S S S S 
S. Stanley S S S S S S 
S. Typhimurium S S S S S S 
S. Weltevreden S S S S S S 
S. Worthington S S S R I S 
หมายเหตุ: GEN คือ Gentamicin, ENR คือ Enrofloxacin, CST คือ Colistin Sulphate, SXT คือ 

Sulphamethoxazole, NEO คือ Neomycin และ KAN คือ Kanamycin S (susceptible) คือ ไวต่อยาปฏิชีวนะ 

I (intermediate) คือ ไวต่อยาในระดับปานกลาง และ R (resistant) คือ ด้ือต่อยาปฏิชีวนะ 
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4.2 ผลคัดกรองแบคเทอริโอเฟจที่มีในห้องปฏบิติัการที่จำเพาะต่อ S. Choleraesuis 

ผลคัดกรองแบคเทอริโอเฟจท้ังหมด 85 ไอโซเลทท่ีมีอยู่ในห้องปฏิบัติการ พบ 14 ไอโซเลทท่ี

จำเพาะต่อ S. Choleraesuis ท้ัง 3 สายพันธุ์ โดยปรากฏโซนใสบนสนามของเซลล์แบคทีเรีย และ 

ผลตรวจสอบลักษณะและขนาดของพลาค ด้วยวิธี double layer agar พบ 6 ไอโซเลทสร้าง 

พลาคใส (clear plaque) และมีขนาดพลาคน้อยกว่า 1 มิลลิเมตร ได้แก่ เฟจ vB_SAn-RN8i2,  

vB_SAn-RN24i2, vB_SAn-RN69, vB_SRi-RN14i1, vB_STy-RN20 และ vB_STy-RN21i2  

(ตารางท่ี 3) ซึ่งแบคเทอริโอเฟจท่ีสร้างพลาคใสนี้อาจจัดเป็นแบคเทอริโอเฟจท่ีมีวงจรชีวิตแบบไลติก 

ดังนั้นจึงเลือกแบคเทอริโอเฟจเหล่านี้ไปเพิ่มจำนวนต่อไปโดยใช้ S. Choleraesuis KPS604-1 เป็น

เซลล์เจ้าบ้าน 

จากการศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการทำลายแบคทีเรียสายพันธุ์อื่น พบว่า 

แบคเทอริโอเฟจท้ังหมด 6 ไอโซเลทสามารถทำลายซัลโมเนลลาสายพันธุ์อื่นได้ นอกเหนือจากเซลล์

เจ้าบ้าน (ตารางท่ี 3) อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพของเฟจในการทำลายซัลโมเนลลาสายพันธุ์ต่าง ๆ มี

ประสิทธิภาพต่ำ พิจารณาจากค่า EOP น้อยกว่า 0.001 ดังนั้น แบคเทอริโอ เฟจท่ีมีอยู่ ใน

ห้องปฏิบัติการจึงไม่ได้นำไปทดสอบในขั้นตอนต่อไป 
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4.3 ผลคัดแยกแบคเทอริโอเฟจที่จำเพาะต่อ S. Choleraesuis จากตัวอย่างน้ำ 

การคัดแยกแบคเทอริโอเฟจจากตัวอย่างน้ำท้ังหมด 4 ตัวอย่าง โดยใช้ S. Choleraesuis 

KPS585, KPS604-1 และ KPS615 เป็นเซลล์เจ้าบ้าน (ตารางท่ี 4) พบว่าสามารถคัดแยกแบคเทอริ-

โอเฟจท่ีจำเพาะต่อ S. Choleraesuis ได้ 2 ตัวอย่าง โดยสังเกตจากพลาคท่ีปรากฏบนอาหารแข็ง  

และภายหลังจากทำบริ สุทธิ์ เฟจสามารถคัดแยกแบคเทอริ โอ เฟจได้ ท้ั งหมด 9 ไอโซเลท  

โดยแบ่งออกเป็น แบคเทอริโอเฟจท่ีคัดแยกได้จากคลองชลประทานจำนวน 6 ไอโซเลท และน้ำท้ิง

จากท่อระบายน้ำโรงฆ่าสัตว์จำนวน 3 ไอโซเลท ซึ่ง เฟจแต่ละไอโซเลทสร้างพลาคใส และมีขอบขุ่น 

ล้อมรอบ (halo) ขนาดแตกต่างกัน โดยเฉล่ียประมาณน้อยกว่า 1 ถึง 4 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4)
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4.4 ประสิทธิภาพของแบคเทอริโอเฟจสำหรับทำลายซัลโมเนลลาสายพนัธุ์ต่าง ๆ (efficiency of 

plating, EOP) 

จากการศึกษาประสิทธิภาพของเฟจสำหรับทำลายซัลโมเนลลาสายพันธุ์ต่าง ๆ พบว่า 
แบคเทอริโอเฟจท่ีคัดแยกได้ท้ังหมด 9 ไอโซเลท มีประสิทธิภาพในการติดเช้ือแบคทีเรียสายพันธุ์อื่นท่ี
แตกต่างกัน (ตารางท่ี 5) เฟจ vB_SCh-RP5i3B และ vB_SCh-RP61i4 มีประสิทธิภาพสูงในการ 
ติดเช้ือแบคทีเรียสายพันธุ์อื่น (EOP > 0.5) 3 สายพันธุ์ ท่ีใช้ทดสอบ โดยเฟจ vB_SCh-RP5i3B  
มี ป ร ะ สิ ท ธิ ภ าพ สู ง ใน ก าร ติ ด เช้ื อ  S. Choleraesuis KPS604-1, KPS 615 แ ล ะ  S. Rissen  
(EOP > 0.5) แต่มีประสิทธิภาพต่ำในการติดเช้ือ S. Hadar (EOP < 0.001) และ vB_SCh-RP61i4 มี
ประสิทธิภาพสูงในการติดเช้ือ S. Choleraesuis KPS585, KPS604-1 และ S. Rissen (EOP > 0.5) 
ส่ วน เฟ จ ท่ี เห ลือ  7 ไอ โซ เลท  ได้ แก่  vB_SCh-RP5i3A, vB_SCh-RP60i3A, vB_SCh-RP60i3B,  
vB_SCh-RP60i3C, vB_SCh-RP60i4A, vB_SCh-RP60i4B และ vB_SCh-RP61i3 มีประสิทธิภาพสูง
ในการติดเช้ือแบคทีเรียสายพันธุ์อื่นเพียง 1 สายพันธุ์ ดังแสดงในตารางท่ี 5  
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4.5 ความเสถียรของแบคเทอริโอเฟจที่อุณหภูมิต่าง ๆ 

จากการทดสอบความเสถียรของเฟจท่ีอุณหภูมิ 4, 28, 37, 45 และ 65 องศาเซลเซียส  

เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง (ภาพท่ี 3) พบว่าเฟจท้ัง 9 ไอโซเลท สามารถอยู่รอดได้ในช่วงอุณหภูมิ 4 ถึง 45  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง อย่างไรก็ตาม ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ความหนาแน่นของ

เฟจ vB_SCh-RP5i3A ลดลง 0.37 ± 0.08 log PFU/มิลลิลิตร (t5 = 11.776, p < 0.001) ในขณะท่ี

ความหนาแน่นของเฟจ vB_SCh-RP60i4A ลดลง 0.25 ± 0.04 log PFU/มิลลิลิตร (t5 = 13.922,  

p < 0.001) เมื่อเปรียบเทียบกับความหนาแน่นเฟจเริ่มต้น และท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส  

ความหนาแน่นของเฟจทุกไอโซเลทลดลงอย่างมีนัยสำคัญประมาณ 1.03–3.73 log PFU/มิลลิลิตร  

(p < 0.001) 
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ภาพ ท่ี  3 ความ เสถี ย รของ เฟ จ ท่ีอุณ หภู มิ  4, 28, 37, 45 และ  65°C เป็ น เวลา 1 ช่ั ว โม ง 

( a) vB_Sch-RP5i3A (b) vB_Sch-RP5i3B (c) vB_Sch-RP60i3A (d) vB_SCh-RP60i3B (e) 

vB_SCh-RP60i3C (f) vB_SCh-RP60i4A (g) vB_SCh-RP60i4B (h) vB_SCh-RP61i3 แ ล ะ  ( i) 

vB_SCh-RP61i4 ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± SD สำหรับการทดลอง 3 ซ้ำ และวิเคราะห์ข้อมูลโดย

การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ตัวอักษรท่ีแตกต่างกัน เหนือแท่งกราฟ

บ่งบอกถึงความแตกต่างท่ีมีนัยสำคัญ (p < 0.05) 
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4.6 ความเสถียรของแบคเทอริโอเฟจที่ pH ต่ำ ในสภาวะของเหลวกระเพาะอาหารจำลอง 

(simulated gastric fluid, SGF) 

จากการศึกษาความเสถียรของเฟจท่ี pH ต่ำ ในสภาวะของเหลวกระเพาะอาหารจำลอง เป็น
เวลา 1 และ 2 ช่ัว โมง (ภาพ ท่ี  4) พบว่ า pH (F3,60 = 101685.15, p < 0.001) เวลา (F2,60 = 
752870.03, p < 0.001) และปฏิสัมพันธ์ระหว่าง pH และ เวลา (F6,60 = 25480.39, p < 0.001) มี
ผลต่อความหนาแน่นของเฟจอย่างมีนัยสำคัญ และพบว่าเฟจ vB_SCh-RP5i3A มีความไวต่อ pH 2.5 
และ 3.0 โดยไม่พบการมีชีวิตของเฟจภายใน 1 ช่ังโมง (ภาพท่ี 4a) นอกจากนี้ ความหนาแน่นของ 
เฟจลดลงอย่างมีนัยสำคัญ หลังบ่มท่ี pH 3.5–4.0 เป็นเวลา 1–2 ช่ัวโมง (p < 0.001) ในทำนอง
เดียวกันไม่สามารถตรวจพบเฟจ vB_SCh-RP60i3A และ vB_SCh-RP60i3C ท่ี pH 2.5 ภายใน  
1 ช่ัวโมง อย่างไรก็ตาม เฟจ vB_SCh-RP60i3A และ vB_SCh-RP60i3C มีความเสถียรมากกว่า 
เฟจ  vB_SCh-RP5i3A คือยั งคงมี ชีวิตรอดใน  pH 3.0 เป็น เวลา 1 ช่ัว โมง ถึ งแม้ ว่ าห ลังบ่ ม  
2 ช่ั ว โม ง  ไม่ ส าม ารถต รวจพ บ เฟ จ ท้ั งสอ งชนิ ดแ ล้ ว  ส่ วน เฟ จ ท่ี เห ลือ อี ก  6 ไอ โซ เลท  
( vB_SCh-RP5i3B, vB_SCh-RP60i3B, vB_SCh-RP60i4A, vB_SCh-RP60i4B, vB_SCh-RP61i3 
และ vB_SCh-RP61i4) ยังคงมีชีวิตรอดท่ี pH 2.5–4.0 เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง แม้จะพบการลดลงอย่างมี
นัยสำคัญ (ภาพท่ี 4b, d, f, g, h และ i) 
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ภาพท่ี 4 ความเสถียรของเฟจท่ี pH ต่ำใน SGF เป็นเวลา 1 และ 2 ช่ัวโมง  (a) vB_Sch-RP5i3A  

(b) vB_SCh-RP5i3B (c) vB_Sch-RP60i3A (d) vB_Sch-RP60i3B (e) vB_SCh-RP60i3C (f)  

vB_SCh-RP60i4A (g) vB_SCh-RP60i4B (h) vB_SCh-RP61i3 (i) vB_Sch-RP61i4 ข้อมูลท่ีแสดง

เป็นค่าเฉล่ีย ± SD สำหรับการทดลอง 3 ซ้ำ ตัวอักษรท่ีต่างกันเหนือแท่งกราฟระบถุึงความแตกต่างท่ี

มีนัยสำคัญทางสถิติระหว่างความหนาแน่นเฟจเริ่มต้น และหลังบ่มท่ีแต่ละ pH ของเฟจแต่ละไอโซเลท 

โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ท่ีระดับนัยสำคัญท่ี p < 0.05 
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4.7 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอเฟจ 

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเฟจด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ 
ส่องผ่าน (TEM) พบว่า ส่วนหัวของเฟจท้ัง 9 ไอโซเลท มีรูปร่างเหล่ียมแบบสมมาตร (icosahedral 
symmetry) (ภ าพ ท่ี  5) เฟ จ  vB_SCh-RP5i3A, vB_SCh-RP60i3A แ ล ะ  vB_SCh-RP60i4B มี
ลักษณะหางส้ัน ไม่สามารถยืดหดได้ (short non-contractile tail) (ภาพท่ี 5a, c และ g) ส่วนเฟจ 
vB_SCh-RP5i3B, vB_SCh-RP60i3B, vB_SCh-RP60i3C, vB_SCh-RP60i4A, vB_SCh-RP61i3 
และ vB_SCh-RP61i4 มีลักษณะหางยาว และไม่สามารถยืดหดได้ (long non-contractile tail) 
(ภาพท่ี 5b, d, e, f, h และ i) ค่าเฉล่ียขนาดของหัวและหางของเฟจแสดงในตารางท่ี 6 

ตารางท่ี 6 แสดงขนาดหัวและหางของแบคเทอริโอเฟจท้ัง 9 ไอโซเลท 

แบคเทอริโอเฟจ 
ขนาดหัว ขนาดหาง 

ความกว้าง  
(นาโนเมตร) 

ความยาว  
(นาโนเมตร) 

ความกว้าง  
(นาโนเมตร) 

ความยาว  
(นาโนเมตร) 

vB_SCh-RP5i3A 55.00 ± 4.92 56.40 ± 5.72 9.60 ± 2.27 8.00 ± 2.67 

vB_SCh-RP5i3B 48.85 ± 1.86 50.00 ± 0.00 7.69 ± 0.00 99.23 ± 3.03 

vB_SCh-RP60i3A 52.50 ± 3.23 52.50 ± 3.23 12.50 ± 0.00 11.25 ± 2.64 

vB_SCh-RP60i3B 51.54 ± 3.72 52.31 ± 3.24 7.69 ± 0.00 113.08 ± 5.19 

vB_SCh-RP60i3C 47.69 ± 3.24 50.00 ± 4.05 7.69 ± 0.00 93.08 ± 5.68 

vB_SCh-RP60i4A 48.46 ± 1.99 50.38 ± 1.22 7.69 ± 0.00 91.15 ± 2.60 

vB_SCh-RP60i4B 51.54 ± 1.99 49.23 ± 1.62 6.54 ± 1.86 3.85 ± 0.00 

vB_SCh-RP61i3 66.54 ± 1.86 65.38 ± 0.00 11.54 ± 0.00 126.15 ± 3.03 

vB_SCh-RP61i4 53.46 ± 1.22 54.23 ± 1.22 7.69 ± 0.00 124.23 ± 3.65 

หมายเหตุ: ผลท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน จากการวัดผลซ้ำ 10 อนุภาค 
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ภาพท่ี 5 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอเฟจภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
ผ่าน  (TEM) a) vB_SCh-RP5i3A b) vB_SCh-RP5i3B c) vB_SCh-RP60i3A d) vB_SCh-RP60i3B 

e) vB_SCh-RP60i3C f) vB_SCh-RP60i4A g) vB_SCh-RP60i4B h) vB_SCh-RP61i3 แ ล ะ  

i) vB_SCh-RP61i4 
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4.8 ผลศึกษาจีโนมของแบคเทอริโอเฟจด้วยเทคนิค Restriction Fragment Length 

Polymorphism (RFLP) 

เมื่อตัดจีโนมของเฟจด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะพบว่า ดีเอ็นเอของเฟจท้ัง 9 ไอโซเลท ถูกตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจำเพาะท้ัง 3 ชนิด และแสดงรูปแบบขนาดของช้ินดีเอ็นเอ ดังแสดงในภาพท่ี 6 ซึ่งสามารถ
จัดกลุ่มเฟจเบื้องต้นตามรูปแบบขนาดช้ินดีเอ็นเอท่ีเหมือนกันจากการผลการตัดด้วยเอนไซม์ท้ัง  
3 ชนิด ได้ท้ังหมด 5 กลุ่ม ดังนี้  
กลุ่มท่ี 1 คือ vB_SCh-RP60i3A และ vB_SCh-RP5i3A 
กลุ่มท่ี 2 คือ vB_SCh-RP60i3B, vB_SCh-RP60i4A, vB_SCh-RP61i3 และ vB_SCh-RP61i4 
กลุ่มท่ี 3 คือ vB_SCh-RP60i3C 
กลุ่มท่ี 4 คือ vB_SCh-RP60i4B 
กลุ่มท่ี 5 คือ vB_SCh-RP5i3B 
นอกจากนี้สามารถสรุปได้ว่า เฟจท่ีคัดแยกได้ท้ัง 9 ไอโซเลท มีสารพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอสายคู่ 
(dsDNA) เนื่องจากจีโนมถูกตัดได้ด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ 
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ภาพท่ี 6 ผลการตัดจีโนมของแบคเทอริโอเฟจด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ 3 ชนิด  คือ EcoRI (a), EcoRV 

(b) และ HinfI (c) โดยแถว M1 คือ lambda DNA/HindIII marker แถว M2 คือ VC 100bp Plus 

แถว M3 คือ VC 1kb Marker แถว 1 vB_SCh-RP60i3A แถว 2 คือ vB_SCh-RP60i3B แถว 3 คือ 

vB_SCh-RP60 i3C แถว 4  คือ  vB_SCh-RP60 i4A แถว 5 คือ vB_SCh-RP60 i4B แถว 6 คือ 

vB_SCh-RP61 i3  แถว 7 คือ  vB_SCh-RP61 i4  แถว 8 คือ vB_SCh-RP5 i3A และแถว 9 คือ 

vB_SCh-RP5i3B 
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4.9 ประสิทธิภาพของเฟจต่อการฆ่าเชื้อ S. Choleraesuis ในสภาวะของเหลวลำไส้จำลอง 

(simulated intestinal fluid, SIF)  

การทดสอบนี้ใช้เพื่อประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของเฟจก่อนการนำไปประยุกต์ใช้ในสัตว์ 

โดยจะใช้เฟจแต่ละชนิด และเฟจผสมในการทดสอบ ซึ่งเฟจผสมประกอบด้วย เฟจ 3 ไอโซเลท ได้แก่ 

vB_SCh-RP5i3B, vB_SCh-RP60i4A และ vB_SCh-RP61i4 โดยเฟจเหล่านี้ถูกคัดเลือกได้จากผล

ศึกษาประสิทธิภาพของเฟจในการทำลาย Salmonella สายพันธุ์อื่น และความเสถียรของเฟจท่ี

อุณหภูมิต่าง ๆ และท่ี pH ต่ำ พบว่าเฟจท้ัง 3 ไอโซเลทมีประสิทธิภาพสูงในการทำลายเช้ือทดสอบ 

และเฟจมีความเสถียรท่ีอุณหภูมิ 4–65 องศาเซลเซียส อีกท้ังยังสามารถทนต่อ pH ต่ำ (pH 2.5–4.0)   

ประสิทธิภาพการฆ่าเช้ือ S. Choleraesuis ด้วยเฟจใน SIF แสดงให้เห็นว่า เฟจเด่ียวแต่ละ

ชนิด และเฟจผสม สามารถฆ่าเช้ือ S. Choleraesuis ท้ัง 3 สายพันธุ์ ท่ีเวลาแตกต่างกัน (ภาพท่ี 7) 

ปริมาณเช้ือ S. Choleraesuis KPS585 เมื่อบำบัดด้วยเฟจ vB_SCh-RP5i3B ท่ี MOI 1 เริ่มลดลง

หลังบ่ม 90 นาที ในขณะท่ี MOI 10 เริ่มลดลงหลังบ่ม 80 นาที (ภาพท่ี 5a) อย่างไรก็ตาม เมื่อบำบัด

ด้วยเฟจผสมปริมาณ เช้ือเริ่มลดลงหลังบ่ม 60 นาที ท้ังสอง MOI นอกจากนี้  ปริมาณ เช้ือ  

S. Choleraesuis KPS585 เมื่อบำบัดด้วยเฟจผสมท่ี MOI 1 แสดงการลดลงสูงสุดในนาทีท่ี 100 

(2.70 ± 0.02 log CFU/มิลลิลิตร) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (F4,10 = 7023.775, p < 0.001) 

ในขณะท่ี การบำบัดด้วยเฟจผสมท่ี MOI 10 แสดงการลดลงสูงสุดในนาทีท่ี 90 (2.65 ± 0.02  

log CFU/มิลลิลิตร) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (F4,10 = 4470.234, p < 0.001) (ภาพท่ี 7a) 

สำหรับการควบคุมเช้ือ S. Choleraesuis KPS604-1 ด้วยเฟจ vB_Sch-RP60i4A ท่ี MOI 1 

พบว่า ปริมาณเช้ือเริ่มลดลงหลังนาทีท่ี 70  ในขณะท่ี MOI 10 เช้ือเริ่มลดลงในนาทีท่ี 50 และหลัง

การบำบัดด้วยเฟจท่ี MOI 1 พบการลดลงสูงสุดในนาทีท่ี 110 (3.26 ± 0.03 log CFU/มิลลิลิตร) เมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (F4,10 = 9089.418, p < 0.001) ในขณะท่ี MOI 10 แสดงการลดลง

สูง สุด ใน น าที ท่ี  70 (3.32 ± 0.04 log CFU/มิ ล ลิ ลิ ต ร ) เมื่ อ เป รี ยบ เที ยบ กั บ ก ลุ่ม ควบ คุ ม  

(F4,10 = 3605.821, p < 0.001) นอกจากนี้ ส่ิงท่ีน่าสนใจคือ เมื่อบำบัดด้วยเฟจผสมท่ี MOI 10 

ปริมาณเช้ือ S. Choleraesuis KPS604-1 เริ่มลดลงอย่างมีนัยสำคัญ ต้ังแต่นาทีท่ี 10 ในขณะท่ี  

MOI 1 เริ่มลดลงหลังนาทีท่ี 40 (ภาพท่ี 7b) 

สำหรับการฆ่าเช้ือ S. Choleraesuis KPS615 เมื่อบำบัดด้วยเฟจ vB_SCh-RP61i4 ท่ี MOI 

1 พบว่า ปริมาณเช้ือเริ่มลดลงหลังนาทีท่ี 70 ในขณะท่ี MOI 10 เริ่มลดลงหลังนาทีท่ี 60 นอกจากนี้ 

ท่ี MOI 1 แสดงการลดลงสูงสุดในนาทีท่ี 90 (2.87 ± 0.03 log CFU/มิลลิลิตร) เมื่อเปรียบเทียบกับ
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กลุ่มควบคุม (F4,10 = 6259.109, p < 0.001) ส่วนท่ี MOI 10 แสดงการลดลงสูงสุดในนาทีท่ี 70 

(2.57 ± 0.02 log CFU/มิลลิลิตร) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (F4,10 = 9605.463, p < 0.001) 

อย่างไรก็ตาม หลังการบำบัดด้วยเฟจผสมท่ี MOI 1 ปริมาณเช้ือเริ่มลดลงในนาทีท่ี 50 และแสดงการ

ลดลงสูงสุดในนาทีท่ี 70 (3.37 ± 0.02 log CFU/มิลลิลิตร) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (F4,10 = 

9605.463, p < 0.001) ในขณะเดียวกัน ท่ี MOI 10 ปริมาณเช้ือเริ่มลดลงหลังนาทีท่ี 60 และแสดง

การลดลงสูงสุดในนาทีท่ี 90 (4.04 ± 0.03 log CFU/มิลลิลิตร) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม       

(F4,10 = 6259.109, p < 0.001)  (ภาพท่ี 7c) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 7 การลดลงของ S. Choleraesuis ท้ัง 3 สายพันธุ์ เมื่อบำบัดด้วยเฟจเด่ียว และเฟจผสม ใน 

SIF ท่ี MOI 1 และ 10 a) การลดลงของ S. Choleraesuis KPS585 โดยใช้เฟจ vB_Sch-RP5i3B 

และเฟจผสม b) การลดลงของ S. Choleraesuis KPS604-1 โดยใช้เฟจ vB_SCh-RP60i4A และเฟจ

ผสม c) การลดลงของ S. Choleraesuis KPS615 โดยใช้เฟจ vB_SCh-RP61i4 และเฟจผสม ข้อมูล

ท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± SD ของการทดลอง 3 ซ้ำ ของแต่ละจุดเวลา 
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บทที่ 5 

 สรุป อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

การติดเช้ือ S. Choleraesuis ในสุกร ยังคงเป็นปัญหาสำหรับการผลิตสุกรในปัจจุบัน หาก

สภาพแวดล้อมภายในฟาร์มมีอุณหภูมิและความช้ืนท่ีเหมาะสมในการเจริญของ S. Choleraesuis 

เช้ือสามารถอยู่รอดและขยายพันธุ์ได้นานกว่า 2 ปี  [95] การติดเช้ือ S. Choleraesuis กลายเป็น

ปัญหาในการรักษาโรคในสุกร เนื่องจากเช้ือเกิดการด้ือต่อยาต้านจุลชีพ  โดยการด้ือยาต้านจุลชีพนี้

เกิดจากการใช้ยาต้านจุลชีพในทางท่ีผิด หรือใช้มากเกินไป ซึ่งก่อให้เกิดอันตรายต่อท้ังมนุษย์และสัตว์ 

อุบัติการณ์การด้ือยาต้านจุลชีพของ S. Choleraesuis ท่ีก่อโรคในสุกร มีพัฒนาการด้ือต่อยาหลาย

ชนิดทำให้เกิดความท้าทายในการรักษาโรค [96] Lynne และคณะ [97] พบ S. Choleraesuis แสดง

การด้ือต่อยาปฏิชีวนะอย่างน้อย 1 ชนิด คิดเป็น 87% และด้ือต่อยาปฏิชีวนะอย่างน้อย 4 ชนิด คิด

เป็น 37.5% ในการศึกษานี้ S. Choleraesuis ซึ่งแยกได้จากลำไส้สุกรท่ีติดเช้ือ แสดงการด้ือต่อยา 

gentamicin, enrofloxacin, neomycin และ kanamycin นอกจากนี้  Chang และคณะ [98] 

รายงานผลการแยก S. Choleraesuis จากสุกร แสดงการด้ือต่อยา enrofloxacin และ gentamicin 

และงานวิจัยของ Gil Molino และคณะ [62] พบว่า S. Choleraesuis แสดงการด้ือต่อยา 2 ชนิด 

หรือมากกว่า 2 ชนิดขึ้นไป ในขณะเดียวกัน Onyango และคณะ [99] พบว่า S. Choleraesuis ซึ่ง

แยกได้จากมูลสุกร แสดงการด้ือต่อยา sulfamethoxazole การค้นพบเช้ือสายพันธุ์เดียวกันให้ผล

ความไวต่อยาต้านจุลชีพท่ีแตกต่างกัน อาจเกิดจากความแปรปรวนทางพันธุกรรมของเช้ือในแต่ละ

ประเทศ นอกจากนี้ การใช้ยาต้านจุลชีพท่ีแตกต่างกันในระหว่างการผลิตสัตว์อาจทำให้เกิดผลการด้ือ

ยาท่ีแตกต่างกัน [97] ซัลโมเนลลาทุกสายพันธุ์ของการศึกษานี้  พบว่าไวต่อยา colistin sulfate ใน

ทำนองเดียวกัน Cameron-Veas และคณะ [100] แยกซัลโมเนลลาได้จากอุจจาระ ไม่พบการด้ือต่อ

ยา colistin sulfate เช่นเดียวกัน Poolperm และคณะ [101] ได้ค้นพบว่าการรักษาสุกรท่ีติดเช้ือใน

วงศ์ Enterobacteriaceae ในระยะส้ันด้วยยา colistin สามารถก่อให้เกิดเช้ือท่ีด้ือต่อยาอย่าง

รวดเร็วหลังการรักษาด้วย colistin อย่างไรก็ตามปรากฏการณ์ด้ือยานี้หายไปอย่างรวดเร็วหลังจากยุติ

การรักษา 

สำหรับการศึกษาก่อนหน้า ไลติกเฟจท่ียับยั้งซัลโมเนลลาถูกแยกได้จากแหล่งต่าง ๆ เช่น  

น้ำเสีย แหล่งส่ิงแวดล้อม ตัวอย่างอุจจาระ และส่ิงแวดล้อมในฟาร์ม [102-106] ในการศึกษานี้ เฟจ  

9 ไอโซเลทท่ีจำเพาะต่อ S. Choleraesuis ถูกแยกได้จากแหล่งน้ำธรรมชาติ และท่อระบายน้ำจากโรง

ฆ่าสัตว์ Yajima และ Koottatep [107] สังเกตว่า ตะกอนอุจจาระ และของเสียจากตลาดน่าจะเป็น



  52 

แหล่งสำคัญของการปนเป้ือนอีโคไล และซัลโมเนลลาในคลองของประเทศไทย นอกจากนี้ยังพบการ

ปนเปื้อนเช้ือได้จากแหล่งน้ำเสียในโรงฆ่าสัตว์ [108] ด้วยเหตุนี้ เฟจท่ีจำเพาะต่อซัลโมเนลลาจึง

สามารถพบในสภาพแวดล้อมเหล่านี้ ในการศึกษานี้เฟจท่ีคัดแยกได้สร้างพลาคใส มีขนาดของพลาคท่ี

แตกต่างกัน และมีรัศมีขุ่นล้อมรอบพลาค (halo) การเกิด halo ล้อมรอบพลาคอาจบ่งช้ีได้ว่า  

เฟจเหล่านี้สามารถผลิตเอนไซม์ดีพอลิเมอเรส (depolymerase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีย่อยเอ็กโซพอลิ-

แซ็กคาไรด์ (exopolysaccharide) ท่ีผนังเซลล์ของแบคทีเรีย [109] 

ในการศึกษานี้การทดสอบประสิทธิภาพของแบคเทอริโอเฟจสำหรับทำลายซัลโมเนลลา 

สายพันธุ์ต่าง ๆ (EOP) ถูกใช้เพื่อประเมินช่วงโฮสต์ของเฟจแทนวิธี spot test เนื่องจากมีข้อแนะนำ

ว่าการทดสอบด้วยวิธี spot test ไม่ใช่วิธีการท่ีเหมาะสมสำหรับการเลือกเฟจท่ีมีช่วงโฮสต์กว้าง 

เนื่องจากการแตกของเซลล์แบคทีเรีย (lysis) อาจเกิดจากเซลล์ของแบคทีเรียท่ีติดเช้ือเกิดการตาย

ก่อนท่ีเฟจจะเพิ่มจำนวนและปลดปล่อยอนุภาคออกจากเซลล์ จึงทำให้เฟจไม่สามารถติดเช้ือ และ

แพร่กระจายไปยังเซลล์ใกล้เคียงได้ (abortive infection) หรือเกิดจากการยึดเกาะของเฟจกับโฮสต์ท่ี

สูงกว่าค่าเกณฑ์ ทำให้องค์ประกอบภายในเซลล์แบคทีเรียแตกโดยเกิดจากการขยาย และการถูก

ทำลายของผนังเซลล์ ซึ่งการแตกของเซลล์แบคทีเรียนี้ไม่ได้เกิดจากการติดเช้ือของเฟจแบบนี้ เรียกว่า  

lysis from without จึงทำให้ไม่มีการผลิตเฟจรุ่นใหม่ออกมา ดังนั้นจึงอาจนำไปสู่การตีความของผล

การทดสอบท่ีผิดพลาด ในขณะท่ีการทดสอบ EOP จำเป็นต่อการกำหนดประสิทธิภาพของเฟจท่ีทำให้

เซลล์แบคทีเรียแตก [110] ในการศึกษานี้ ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการติดเช้ือของเฟจ พบว่า

เฟจท้ังหมดสามารถติดเช้ือซัลโมเนลลาสายพันธุ์อื่นได้นอกเหนือจากโฮสต์ของพวกมัน เฟจบางชนิด

สามารถติดเช้ือสายพันธุ์ซัลโมเนลลาท่ีแตกต่างกัน ในทางกลับกัน ระบบต้านทานของโฮสต์   

(host resistance system) หรือการยึดเกาะของเฟจกับโฮสต์ (adsorption) ท่ีไม่มีประสิทธิภาพอาจ

ส่งผลให้ เฟจบางไอโซเลทมีประสิทธิภาพ ต่ำในการ ติดเช้ือซัลโมเนลลาสายพันธุ์อื่น  [111]  

Filippov และคณะ [112] แสดงให้เห็นว่า การเปล่ียนแปลงตัวรับ (receptors) ท่ีอยู่บริเวณผนังเซลล์

ของแบคทีเรีย มีผลต่อประสิทธิภาพในการทำลายแบคทีเรียสายพันธุ์อื่น และการยึดเกาะบนพื้นผิว

แบคทีเรียของเฟจ ดังนั้น ประสิทธิภาพในการทำลายซัลโมเนลลาสายพันธุ์อื่นท่ีแตกต่างกันของเฟจจึง

น่าจะเกี่ยวข้องกับตัวรับท่ีอยู่บริเวณผนังเซลล์ของแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ท่ีมีความเฉพาะเจาะจง 

และเฟจท่ีมีช่วงโฮสต์กว้างและมีประสิทธิภาพสูงในการติดเช้ือเหมาะสำหรับการเตรียมเป็นเฟจผสม

เพื่อการนำไปใช้ 
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เฟจควรมีความเสถียรในสภาพแวดล้อมท่ีหลากหลายเพื่อใช้เป็นสารต้านจุลชีพ อุณหภูมิเป็น

ปัจจัยสำคัญต่อการติดเช้ือของเฟจหากอุณหภูมิไม่เหมาะสมจะทำให้การติดเช้ือของเฟจลดลง ใน

การศึกษานี้ เฟจท้ังหมดมีความเสถียรในช่วงอุณหภูมิ 4–45 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตาม ความ

หนาแน่นของเฟจท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสลดลงอย่างมีนัยสำคัญ Bauer และ Evilevitch [113] 

ได้เสนอว่า เฟจไม่สามารถทำงานท่ีอุณหภูมิสูงกว่า 65–75 องศาเซลเซียส เนื่องจากเฟจเกิดความ

ล้มเหลวในการรักษาจีโนมท่ีบรรจุไว้ และคล้ายกับงานวิจัยก่อนหน้าท่ีแสดงให้เห็นว่า เฟจท่ีจำเพาะ

ต่อซัลโมเนลามีความเสถียรสูงเมื่ออุณหภูมิต่ำกว่า 60 องศาเซลเซียส และความเสถียรลดลงท่ีอุณหภูมิ

สูง [114, 115] นอกจากนี้ pH ก็เป็นปัจจัยสำคัญท่ีมีผลต่อความเสถียรของเฟจ โดยท่ัวไปเฟจเสถียร 

ท่ี  pH 5–9 [116] ในกระเพาะอาหารของสุกร มี  pH อยู่ระหว่าง 1.15–4.0 [117] ในขณะท่ี  

กระเพาะอาหารของลูกสุกรดูดนม หรือสุกรหย่านม มี pH ไม่ต่ำกว่า 2.5 [118] โดยปกติเฟจจะมี

ความไวต่อสภาวะท่ีเป็นกรด และส่ิงนี้อาจเป็นส่ิงสำคัญต่อความหนาแน่นของเฟจในกระเพาะอาหารท่ี

ลดลงอย่างมีนัยสำคัญ [116] การสัมผัสกับสภาวะ pH ต่ำอาจทำให้เกิดความเสียหายต่อเฟจอย่าง

ถาวร และอาจลดประสิทธิภ าพ ของ เฟ จบำบัด ในระบบทางเดินอาหารของ สัตว์  [119]  

Yin และคณะ [120] ได้ทดสอบความเสถียรของเฟจ PNJ1901 พบว่าไม่สามารถตรวจพบเฟจท่ี pH 2 

และ 2.4 หลังบ่ม 15 และ 30 นาทีตามลำดับ ในสภาวะของเหลวกระเพาะอาหารจำลอง (SGF) 

นอกจากนี้ Ramirez และคณะ [121] แสดงให้เห็นว่า เฟจลดลงจนไม่สามารถตรวจพบได้ท่ี pH 2.4 

หลังบ่ม 30 นาที ในการศึกษานี้ เฟจส่วนใหญ่ยั งคงทำงานได้ท่ี pH ต่ำ (pH 2.5–4.0) เป็นเวลา  

2 ช่ัวโมง ในสภาวะของเหลวกระเพาะอาหารจำลอง ซึ่งเฟจเหล่านี้อาจเป็นตัวเลือกท่ีน่าสนใจสำหรับ

นำไปใช้ในการควบคุมเช้ือซัลโมเนลลาในสัตว์โดยการให้เฟจผ่านระบบทางเดินอาหาร 

ลักษณะสัณฐานวิทยาของเฟจในการศึกษานี้ พบว่าส่วนหัวของเฟจทุกไอโซเลทมีรูปร่าง

เหล่ียมแบบสมมาตร และมีหาง Ackermann [122] ได้รายงานว่า มากกว่า 96% ของเฟจ มีหาง 

และมีดีเอ็นเอสองสายท่ีมีเบสคู่สมจับกันพันเป็นเกลียวคู่ (dsDNA) และมีแคปซิดขนาดต้ังแต่ 30–60 

นาโนเมตร มีความยาวหางต้ังแต่ 10–800 นาโนเมตร และการศึกษานี้ พบเฟจ 3 ไอโซเลท มีลักษณะ

หางส้ัน ไม่สามารถยืดหดได้ ในขณะท่ีอีก 6 ไอโซเลท มีลักษณะหางยาว และไม่สามารถยืดหดได้  

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเฟจท่ีแตกต่างกันนี้ อาจช้ีให้เห็นว่าเฟจมีกลไกการจดจำโฮสต์ท่ีแตกต่าง

กันเมื่อติดเช้ือแบคทีเรีย [123] การศึกษาจีโนมของเฟจด้วยเทคนิค RFLP สามารถใช้ในการจัดกลุ่ม

เบ้ืองต้นของเฟจท่ีมีดีเอ็นเอสายคู่ เฟจท่ีมีรูปแบบการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะท่ีเหมือนกันอย่างน้อย 

3 ชนิด อาจถูกจำแนกเป็นเฟจชนิดเดียวกัน หรือมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกัน อย่างไรก็ตาม จำเป็นต้อง
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พิจารณาลักษณะอื่น ๆ ด้วย จากผลวิจัยนี้พบว่า เฟจท่ีมีผลการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะท่ีเหมือนกัน 

อาจถูกจำแนกเป็นเฟจชนิดเดียวกัน อย่างไรก็ตาม ผลลักษณะทางสัณฐานวิทยา และการศึกษา

ประสิทธิภาพของเฟจในการทำลายเช้ือสายพันธุ์อื่นให้ผลท่ีแตกต่างกัน ซึ่งบ่งช้ีได้ว่าอาจเป็นเฟจคนละ

ชนิดกัน อย่างไรก็ตาม การระบุชนิดของเฟจจำเป็นต้องวิเคราะห์จีโนมของเฟจ 

การศึกษาการลดลงของแบคทีเรียด้วยเฟจในสภาวะของเหลวลำไส้จำลอง (SIF) ถูกทดสอบ

เพื่อประเมินประสิทธิภาพเบ้ืองต้นของเฟจก่อนการใช้ในสัตว์ ในการศึกษานี้ เฟจเด่ียวและเฟจผสม

สามารถลดปริมาณเช้ือ S. Choleraesuis ในสภาวะของเหลวลำไส้จำลองได้ อย่างไรก็ตาม  

เฟจผสมมีประสิทธิภาพในการลด S. Choleraesuis ท้ัง 3 สายพันธุ์ได้ดีกว่าเฟจเด่ียว และมีงานวิจัย 

หลายช้ินให้ผลท่ีสอดคล้องกันกับการศึกษานี้ [124-127] เฟจผสมอาจช่วยแก้ไขปัญหาเฟจท่ีมีช่วง

โฮสต์แคบได้ นอกจากนี้ ยังสามารถชะลอการพัฒนาของการกลายพันธุ์ของแบคทีเรียท่ีต้านต่อเฟจ 

เนื่องจากการทำเฟจผสม อาจเตรียมได้ท้ังเฟจต่างชนิดกันแต่สามารถฆ่าเช้ือเดียวกันได้ และเตรียม

จากเฟจต่างชนิดกันและฆ่าเช้ือต่างชนิดกัน [128, 129] และเฟจผสมท่ีมีเฟจมากกว่า 2 ชนิด สามารถ

จับกับตัวรับบนพื้นผิวแบคทีเรียท่ีต่างกันอาจช่วยในการชะลอการต้านเฟจของแบคทีเรีย [130] 

นอกจากนี้ Bai และคณะ [131] รายงานว่า การผสมเฟจ 3 ชนิด สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือได้

ดีกว่าการผสมเฟจเพียง 2 ชนิด หรือชนิดเดียว จากผลการศึกษานี้ พบว่า ท้ังเฟจเด่ียวและเฟจผสมไม่

กระตุ้นให้เกิดแบคทีเรียท่ีต้านต่อเฟจภายใต้สภาวะทดลอง ตามท่ีรายงานของเราได้รายงานไปก่อน

หน้านี้ไม่มีความแตกต่างในด้านประสิทธิผลระหว่างเฟจผสม และเฟจเด่ียว อย่างไรก็ตาม การใช้เฟจ

ผสมให้อัตราการพัฒนาความต้านทานต่อเฟจของแบคทีเรียต่ำกว่าการใช้เฟจเด่ียว [132] ดังนั้น เฟจ

ผสมจึงน่าสนใจสำหรับเป็นตัวเลือกในการใช้เป็นสารควบคุมทางชีวภาพสำหรับฆ่าเช้ือซัลโมเนลลาใน

สัตว์ 

สรุปผลการวิจัย 

ในการศึกษานี้ เฟจท่ีจำเพาะต่อ S. Choleraesuis ถูกแยกได้จากแหล่งน้ำธรรมชาติ และ

ตัวอย่างของเหลวจากท่อระบายน้ำในโรงฆ่าสัตว์ ซึ่งสามารถคัดแยกเฟจได้ท้ังหมด 9 โอโซเลท  

เฟจแต่ละไอโซเลทสร้างพลาคใส และมีขอบขุ่นล้อมรอบ มีขนาดท่ีแตกต่างกัน โดยมีขนาด 

น้อยกว่า 1 ถึง 4 มิลลิเมตร ประสิทธิภาพของเฟจสำหรับทำลายซัลโมเนลลาสายพันธุ์ต่าง ๆ พบว่า

เฟจมีประสิทธิภาพสูงสำหรับฆ่าเช้ือ S. Choleraesuis ท้ัง 3 สายพันธุ์ และ S. Rissen นอกจากนี้ 

เฟจเหล่านี้ยังสามารถอยู่รอดได้ในอุณหภูมิท่ีหลากหลาย (อุณหภูมิ 4–65 องศาเซลเซียส) และท่ี  

pH ต่ำ (pH 2.5–4.0) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเฟจภายใต้กล้อง จุลทรรศน์อิ เล็กตรอน 
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แ บ บ ส่ อ ง ผ่ าน  พ บ ส่ ว น หั ว ข อ ง เฟ จ ท้ั ง  9  ไอ โซ เล ท  มี รู ป ร่ า ง เห ล่ี ย ม แ บ บ ส ม ม าต ร  

(icosahedral symmetry) ส่วนหางมีลักษณะท่ีแตกต่างกัน คือ เฟจ 3 ไอโซเลท มีลักษณะหางส้ัน 

ส่วนอีก 6 ไอโซเลท มีลักษณะหางยาว และไม่สามารถยืดหดได้ และผลการตัดจีโนมของเฟจด้วย

เอนไซม์ตัดจำเพาะสามารถจัดกลุ่มเฟจออกเป็น 5 กลุ่ม เฟจท่ีจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันมีลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา และประสิทธิภาพของเฟจสำหรับทำลายเช้ือสายพันธุ์อื่นท่ีเหมือนกัน ประสิทธิภาพของ

เฟจต่อการฆ่าเช้ือ S. Choleraesuis ในสภาวะของเหลวลำไส้จำลอง (SIF) แสดงให้เห็นว่า เฟจผสมท่ี

ประกอบไปด้วยเฟจ 3 ไอโซเลท ได้แก่ vB_SCh-RP5i3B, vB_SCh-RP60i4A และ vB_SCh-RP61i4 

สามารถลดปริมาณเช้ือ S. Choleraesuis ได้อย่างมีประสิทธิภาพมากกว่าเฟจเด่ียว การค้นพบนี้

ช้ีให้เห็นว่า เฟจผสมอาจเป็นตัวเลือกท่ีน่าสนใจสำหรับใช้เป็นสารควบคุมทางชีวภาพในการฆ่าเช้ือ  

S. Choleraesuis ในสุกรโดยการให้เฟจผ่านทางปากโดยตรง อย่างไรก็ตาม ควรทำการศึกษาเพิ่มเติม

ในสัตว์ต่อไป 

ข้อเสนอแนะ 

จากผลการวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าเฟจเป็นหนึ่งในตัวเลือกท่ีน่าสนใจในการรับมือวิกฤต 

เช้ือด้ือยาต้านจุลชีพท่ีเกิดขึ้นในปัจจุบัน โดยเฉพาะอย่างยิ่งการนำไปประยุกต์ใช้ในการควบคุมเช้ือ  

S. Choleraesuis ท่ีก่อโรคในสุกร เนื่องจากการศึกษาข้างต้นแสดงให้ เห็นว่า เฟจท่ีแยกได้มี

ประสิทธิภาพในการลดปริมาณเช้ือ S. Choleraesuis ในสภาวะของเหลวลำไส้จำลอง (SIF)  

อย่างไรก็ตาม การทดลองเฟจในสัตว์ (in vivo) ก็เป็นส่ิงจำเป็นต่อการนำไปประยุกต์ใช้ในสัตว์ต่อไป 

เนื่องจากหากมีการให้เฟจกับสัตว์ผ่านทางปากโดยตรง และผ่านระบบทางเดินอาหารของสัตว์ pH ท่ี

ต่ำของกรดในกระเพาะอาหารสามารถส่งผลต่อการมีชีวิตของเฟจบางชนิด ทำให้เฟจบางชนิดไม่

สามารถมีชีวิตรอดได้ ดังนั้นการทดลองเฟจในสัตว์จึงจำเป็นในการศึกษาต่อไป ท้ังนี้การนำเฟจไป

ประยุกต์ใช้ในสัตว์ การให้เฟจในรูปแบบน้ำ มีข้อดีกว่าการผสมเฟจกับอาหาร เนื่องจากในรูปแบบน้ำ

เฟจสามารถผ่านไปยังลำไส้ได้ค่อนข้างไว แต่หากผสมกับอาหารอาจทำให้เฟจคงอยู่ในกระเพาะอาหาร

ท่ียาวนานกว่าหลายช่ัวโมง จึงอาจส่งผลต่อการมีชีวิตรอดของเฟจได้ นอกจากนี้ หากคำนึงถึงระบบ

ภูมิคุ้มกันต่อต้านเฟจ ซึ่งโดยปกติระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์ หากมีส่ิงแปลกปลอมเข้าไปในร่างกายจะมี

แอนติบอดีออกมาจับส่ิงแปลกปลอมเพื่อขัดขวางการทำงาน [133] ดังนั้นการให้เฟจผ่านการกินจึงมี

ข้อดีมากกว่าการฉีดเข้าทางกระแสเลือด เนื่องจากเฟจสามารถผ่านในระบบทางเดินอาหารได้เร็วกว่า

แบบฉีด ดังนั้นการให้เฟจโดยการกินผ่านระบบทางเดินอาหารจึงไม่ ค่อยมีผลต่อการสร้างภูมิคุ้มกัน

ยับย้ังมากเท่าการฉีดเข้าทางกระแสเลือด อย่างไรก็ตามหากเฟจมีความไวต่อ pH ของกรดในกระเพาะ



  56 

อาหารนี้อาจจำเป็นต้องหาวิธีในการป้องกันเฟจ ซึ่งอาจจะให้เฟจผ่านสารละลายบัพเฟอร์ เช่น 

สารละลายโซเดียมไบคาร์บอเนต โดยสารละลายบัพเฟอร์จะทำให้กรดในกระเพาะอาหารของสัตว์เป็น

กลาง วิธีนี้ควรให้เฟจทุก ๆ 8 ช่ัวโมงก่อนการให้อาหารมื้อหลักแก่สัตว์  [134] หรือใช้เทคนิค 

ไมโครเอนแคปซูเลชัน (microencapsulation) เป็นเทคนิคการห่อหุ้มเฟจด้วยพอลิเมอร์ท่ีไม่เป็น

อันตรายต่อสัตว์และสามารถป้องกันเฟจจากกรดในกระเพาะอาหารได้ [94] รวมถึงเพื่อประเมินความ

ปลอดภัยของเฟจเมื่อเข้าไปในร่างกายสัตว์ และควรมีการวิเคราะห์จีโนมของเฟจเพื่อตรวจสอบให้  

แน่ชัดว่าเฟจบำบัดท่ีใช้เป็นไลติกหรือไลโซจินิกเฟจ เนื่องจากเฟจท่ีมีวงจรชีวิตแบบไลติกจะสามารถ

ติดเช้ือและเพิ่มจำนวนภายในเซลล์แบคทีเรียและทำให้เซลล์แบคทีเรียแตก ในขณะท่ีเฟจท่ีมีวงจรชีวิต

แบบไลโซจินิกจะสอดแทรกจีโนมเข้าไปรวมกับจีโนมของแบคทีเรีย และไม่ทำให้เซลล์แบคทีเรียแตก 

อีกท้ังเฟจสามารถถ่ายโอนสารพันธุกรรม เช่น ยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการก่อโรคของเช้ือ หรือยีนด้ือยา

ปฏิชีวนะไปยังแบคทีเรียเซลล์ใหม่ได้ ก่อให้เกิดความรุนแรงของเช้ือมากยิ่งขึ้น [135] ดังนั้นไลโซจินิก

เฟจจึงไม่เหมาะสำหรับการนำไปใช้เป็นเฟจบำบัด นอกจากนี้การวิเคราะห์จีโนมของเฟจอาจทำให้พบ

โปรตีนชนิดใหม่ท่ีอาจนำไปใช้เป็นเครื่องมือทางเทคโนโลยีชีวภาพและทางการแพทย์ได้ และช่วยให้

ทราบถึงกลไกทางชีวภาพท่ีหลากหลายของเฟจท่ีใช้ในการควบคุมเช้ือแบคทีเรียระหว่างการติดเช้ือ 

อีกท้ังยังช่วยในการค้นพบเฟจชนิดใหม่ท่ีไม่เคยรู้จักมาก่อนซึ่งมีประโยชน์ในแง่ความหลากหลายทาง

ชีวภาพของเฟจ [136] 
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ภาคผนวก ก  

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาหารผงสำเร็จรูป Tryptic Soy Broth (TSB) ประกอบด้วย 
Tryptone       17.00 กรัม               

Soya peptone       3.00 กรัม 

Sodium chloride      5.00 กรัม 

Dipotassium hydrogen phosphate    2.50 กรัม 

Dextrose (Glucose)      2.50 กรัม 

น้ำกล่ัน        1000 มิลลิลิตร 

pH        7.3±0.2 

ช่ัง TSB 30.0 กรัม ละลายในน้ำกล่ันปริมาตร 1 ลิตร นำไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความร้อน 121 องศา 

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

2. อาหาร Tryptic Soy Agar (TSA) ประกอบด้วย 
Tryptone       17.00 กรัม               

Soya peptone       3.00 กรัม 

Sodium chloride      5.00 กรัม 

Dipotassium hydrogen phosphate    2.50 กรัม 

Dextrose (Glucose)      2.50 กรัม 

Agar        15.00 กรัม  

น้ำกล่ัน        1000 มิลลิลิตร 

pH        7.3±0.2 

ช่ัง TSA 30.0 กรัม ละลายในน้ำกล่ันปริมาตร 1 ลิตร นำไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความร้อน 121 องศา 

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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3. อาหาร Molten Agar (0.45% Agar) ประกอบด้วย 

Tryptone       17.00 กรัม               

Soya peptone       3.00 กรัม 

Sodium chloride      5.00 กรัม 

Dipotassium hydrogen phosphate    2.50 กรัม 

Dextrose (Glucose)      2.50 กรัม 

Agar        4.50 กรัม  

น้ำกล่ัน        1000 มิลลิลิตร 

pH        7.3±0.2 

ช่ังอาหาร 30.0 กรัม ละลายในน้ำกล่ันปริมาตร 1 ลิตร นำไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความร้อน 121 องศา 

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข  

การเตรียมสารเคมี 

1. SM buffer ประกอบด้วย 

Sodium chloride      5.80 กรัม                  

MgSO4·7H2O       2.00 กรัม                        

Tris–HCl 1 โมลาร์ pH 7.5     50 มิลลิลิตร       

น้ำกล่ัน        1000 มิลลิลิตร  

นำส่วนประกอบท้ังหมดละลายในน้ำกล่ัน ปรับปริมาตรจนมีปริมาตรเท่ากับ 1 ลิตร นำไปนึ่งฆ่า

เช้ือด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

2. สารละลายบัฟเฟอร์ Tris Hydrochloride (Tris-HCl) ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ท่ีมี pH 7.5   

ช่ัง Tris base ปริมาณ 121.1 กรัม ละลายในน้ำปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้ได้ 

7.5 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก (HCL) ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเท่ากับ 1 ลิตร 

นำไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

3. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.9% w/v (NaCl) 

ช่ัง NaCl ปริมาณ 9.0 กรัม ละลายในน้ำกล่ัน 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ำกล่ันจนมี

ปริมาตรเท่ากับ 1 ลิตร นำไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

4. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ความเข้มข้น 34 มิลลิโมลาร์ 

ช่ัง NaCl ปริมาณ 0.99 กรัม ละลายในน้ำปราศจากไอออน 400 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ำ

ปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเท่ากับ 500 มิลลิลิตร นำไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความร้อน 121 องศา

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

5. สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCI2) ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 

ช่ัง MgCI2 ปริมาณ 20.3 กรัม ละลายในน้ำปราศจากไอออน 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ำ

ปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเท่ากับ 100 มิลลิลิตร นำไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความร้อน 121 องศา

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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6. 10% ของโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS)   

ช่ัง SDS ปริมาณ 10 กรัม ละลายในน้ำกล่ันท่ีผ่านการนึ่งฆ่าเช้ือแล้ว ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 

ละลายให้เข้ากัน (อาจให้ความร้อนเพื่อละลายได้ดีขึ้น) ปรับปริมาตรด้วยน้ำกล่ันจนมีปริมาตรเท่ากับ 

100 มิลลิลิตร ด้วยน้ำกล่ันท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว 

7. กรดเอทิลีนไดอามีนเตตราอาเซติก (EDTA) ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ท่ีมี pH 8.0   

ช่ัง EDTA ปริมาณ 93.05 กรัม ละลายในน้ำปราศจากไอออน 200 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้ได้ 8.0 

ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเท่ากับ 500 

มิลลิลิตร นำไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น

เวลา 15 นาที 

8. ฟีนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (phenol : chloroform : isoamyl 

alcohol) ในอัตราส่วน 25:24:1  

ปิเปต phenol ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ผสมกับ Chloroform ปริมาตร 24 มิลลิลิตร และ 

Isoamyl alcohol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันเก็บในขวดสีชา  

9. สารละลายโซเดียมอะซิเตต (CH3COONa) ความเข้มข้น 3 โมลาร์ ท่ีม ีpH 5.2   

ช่ัง CH3COONa ปริมาณ 102.0 กรัม ละลายในน้ำปราศจากไอออน 150 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้

ได้ 5.2 ด้วยกรดอะซิติก (glacial acetic acid) ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนมีปริมาตร

เท่ากับ 250 มิลลิลิตร นำไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

10. สารละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ท่ีมี 

pH 6.8  

ช่ัง KH2PO4 ปริมาณ 6.8 กรัม ละลายในน้ำปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้ได้ 6.8 

ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเท่ากับ 1 ลิตร 

นำไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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11. สารละลายไฮโดรคลอริก (HCl) ความเข้มข้น 32 มิลลิโมลาร์ 

ปิเปต HCL ความเข้มข้น 37% ปริมาตร 1.32 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจาก

ไอออนจนมีปริมาตร 500 มิลลิลิตร นำไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 

ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

12. สารละลายไฮโดรคลอริก (HCl) ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ 

ปิเปต HCL ความเข้มข้น 37% ปริมาตร 3.47 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจาก

ไอออนจนมีปริมาตร 500 มิลลิลิตร นำไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 

ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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